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Las Distrofinopatías son enfermedades monogénicas, de herencia recesiva ligada al cromosoma X y originadas 
por mutaciones en el gen DMD (Xp21.2). De acuerdo al patrón de expresión de la proteína distrofina, producto del 
gen DMD, se distinguen 3 cuadros clínicos diferentes: Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), Distrofia Muscular 
de Becker (DMB) y Cardiomiopatía Dilatada Ligada al cromosoma X (CDLX).  
Las Distrofinopatías y, en particular, la DMD se encuentran entre las enfermedades de origen genético más 
frecuentes. Puesto que se trata de patologías letales para las cuales aún no se han desarrollado tratamientos que 
permitan curar o detener la progresión de los síntomas, colaborar con la comprensión de las bases genéticas y 
moleculares de su fisiopatología resulta clave para los grupos de investigación dedicados al descubrimiento de 
nuevas líneas terapéuticas. Más aún, recientemente se descubrió una nueva función del gen DMD como supresor 
tumoral en tumores de origen miogénicos, asociándolo al mundo de las patologías multifactoriales de alta incidencia 
como es el cáncer. Por todo ello, el objetivo principal del presente trabajo consistió en realizar una exhaustiva 
caracterización genética y molecular del gen DMD.   
Desde el lado de las Distrofinopatías, la identificación de la alteración molecular en el gen DMD resulta clave 
para la confirmación del diagnóstico clínico presuntivo, establecer la prognosis del paciente y, actualmente, 
establecer la estrategia terapéutica mutación-dependiente que se adecúe a cada caso particular. No obstante, pese a 
todas las líneas de investigación para hallar una cura para estas enfermedades, continúa siendo necesario brindar 
un completo asesoramiento genético a las familias afectadas. En otras palabras, aún resulta de suma importancia 
llevar a cabo estudios de detección de individuos portadores, estudios prenatales y preimplantatorios de modo de 
evitar el nacimiento de varones enfermos. Por ello, con el fin de mejorar la calidad y certeza de los estudios 
brindados, mediante la actualización de las estrategias metodológicas empleadas y completar el algoritmo de 
pesquisa de mutaciones, durante el desarrollo de la presente tesis han sido puestas a punto e incorporadas la técnica 
de MLPA y análisis de Exoma Completo.  
El algoritmo molecular diagnóstico fue empleado para el estudio de 200 varones con diagnóstico clínico 
presuntivo de Distrofinopatía. Se corroboró el diagnóstico del 73,5% (147/200) de los pacientes, se estableció que 
22 de ellos serían candidatos para el tratamiento con Ataluren y que 12 aplicarían al protocolo del Exon skipping 
del exón 51. Además, se pudo establecer que la teoría del corrimiento del marco de lectura, la cual correlaciona el 
fenotipo observado con la alteración molecular que porta el individuo, se cumplió en el 78,9% (86/109).  Por otro 
lado, se realizó el primer acercamiento al análisis de los loci reportados como modificadores moleculares del 
fenotipo de Distrofinopatía, los cuales complementarían el pronóstico de los afectados basado en la anterior teoría. 
Por otra parte, los estudios moleculares permitieron establecer las frecuencias de cada clase de mutación para la 
población argentina e identificar intrones con mayor susceptibilidad a padecer rupturas que conlleven a grandes 
rearreglos, Esta fragilidad pudo ser ligada a la presencia y abundancia de STRs intragénicos en el gen DMD. También 
se alcanzaron posibles explicaciones para la comorbilidad de la Distrofinopatía con los cuadros de retardo 
madurativo y epilepsia.  
Fueron analizadas 12 mujeres con sintomatología de Distrofinopatías. Ésto no sólo es sumamente relevante 
debido al elevado número de mujeres analizadas que son sintomáticas para una patología recesiva ligada al 
cromosoma X y pertenecientes a la cohorte argentina, sino que además colaboró con la comprensión de las bases 
genéticas y moleculares que se asocian al desarrollo del cuadro, puesto que se observó una clara correlación con el 
patrón de inactivación sesgado del cromosoma X para gran parte de estas pacientes. 
En cuanto a la detección de individuos portadores/afectados, se estableció el estado de portadora de 69/240 
(28,8%) mujeres mientras que pudieron ser descartadas 132/240 (55%). Se realizaron 15 estudios prenatales los 
cuales permitieron descartar de ser afectados a 7, establecer como no portadoras a 4 y como portadoras de la 
mutación familiar a 3. Además, se detalló la diversa utilidad de los estudios de segregación de alelos, los cuales 
permitieron determinar el estado de portador de un alto número de muestras, descartar contaminación con sangre 
materna en los estudios prenatales, detectar deleciones dentro del gen DMD y evidenciar diferentes eventos 
moleculares (recombinaciones, mutaciones de novo y expansiones/retracciones) los cuales podrían alterar la 
asignación del estado de portador de las personas analizadas. Los estudios realizados colaboran con el consejo 
genético a las familias afectadas y permiten a las mujeres portadoras llevar a cabo un planeamiento familiar 
responsable.   
Desde la perspectiva del cáncer, el objetivo fue evaluar el rol del gen DMD en la carcinogénesis de tumores no 
miogénicos mediante estudios bioinformáticos implementando datos de microarrays y RNAseq disponibles en 2 
repositorios públicos (GEO y cBioPortal). Se evidenciaron niveles significativamente disminuidos en la expresión de 
DMD para la mayoría de los tipos tumorales no miogénicos analizados, sugiriendo el rol de supresor tumoral de 
este gen. No obstante, también se detectó un aumento en los niveles de expresión del gen DMD en las Leucemias 
linfoide aguda tipo T, Leucemia linfoide crónica de tipo B, Carcinoma renal, Ependimoma y Astrocitoma. Por último, 
estos resultados promueven la caracterización y profundización del conocimiento sobre las funciones de las diversas 
isoformas del gen, como así también, de los mecanismos moleculares por el cual cumplirían el rol de supresor 
tumoral en algunos tipos tumorales y de oncogen en otros.  
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ABREVIATURAS Y GLOSARIO 
 
En la presente sección se listan las abreviaturas y unidades empleadas con frecuencia a los largo del trabajo, las 
cuales se encuentran marcadas en negrita en su primera aparición.  
ADNg: Ácido Desoxirribonucleico Genómico. 
ADNc: Ácido Desoxirribonucleico Complementario. 
ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero. 
CDG: Complejo Distrofina-Glicoproteína. 
CDLX: Cardiomiopatía Ligada al Cromosoma X. 
CML: Corrimiento de Marco de Lectura. 
CPK: Creatininfosfoquinasa. 
CTAB: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio. 
DBS: Double-Stranded Breaks o rupturas de la doble hélice del ADN. 
dNTP: Deoxiribonucleótido trifosfato 
DMD: Distrofia Muscular de Duchenne. 
DMB: Distrofia Muscular de Becker. 
Dys: Distrofina. 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 
EMA: The European Medicines Agency. 
EMG: Electromiograma. 
Esp.: Caso Esporádico. 
Fam.: Caso Familiar. 
FC: Fold Change. 
FDA: The U.S. Food and Drug Administration. 
LDH: Lactato deshidrogenasa. 
Machine Learning: Subcampo de las ciencias de la computación y una rama de la inteligencia artificial cuyo objetivo 
es desarrollar técnicas que permitan a las computadoras aprender. Concretamente, se trata de crear programas 
capaces de generalizar comportamientos a partir de una información suministrada en forma de ejemplos. 
MAF: Minor Allele Frequency 
Abreviaturas y Glosario 
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MAR: Matrix Attachmente Regions o regiones de uniones a la membrana. 
MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification o, en español, Amplificación múltiple dependiente de 
ligación.  
NAHR: Non-Allelic Homologous Recombination, en español Recombinación Homóloga No Alélica. 
NHEJ: Non-Homologous End Joining, en español, Unión de Extremos No Homólogos. 
Nick: Discontinuidad de la cadena de ADN generada por la ausencia de unión fosfodiester entre 2 nucleótidos 
adyacentes. 
PCRm: Polimerase Chain Reaction o, en español, Reacción en Cadena de la Polimerasa Multiplex. 
PCRs: Polimerase Chain Reaction o, en español, Reacción en Cadena de la Polimerasa Simplex. 
STR: Short Tandem Repeats. 
WES: Whole Exome Sequencing o, en español, Secuenciación de Exoma Completo. 






ng: Nanogramos  
pmoles: picomoles 
Mb: Megabases. 
Kb: Kilobases.  
pb: Pares de bases. 
v/v: Volumen en volumen 












Las Distrofias Musculares son patologías hereditarias que ocasionan debilidad y degeneración progresiva del 
músculo esquelético. Bajo este término, se incluye un grupo de desórdenes con una amplia heterogeneidad clínica, 
genética y bioquímica (Mercuri y Muntoni, 2013) (Tabla 1). Históricamente, las distrofias musculares eran 
clasificadas en base a los hallazgos clínicos como ser la severidad, la edad al comienzo de los síntomas, el conjunto 
de músculos afectados y la tasa de progresión de la patología. Dicha clasificación es complementada en base al 
patrón de herencia observado (autosómicas, ligadas al cromosoma X, mitocondriales, dominantes, recesivas, etc). 
Sin embargo, el número y la diversidad de enfermedades que afectan al músculo estriado exceden a la variedad de 
signos y síntomas con los cuales se presentan, por lo que los rasgos clínicos se solapan y se dificulta la tarea de 
diferenciar las distintas patologías.   
Recién durante las últimas 2 décadas, gracias al descubrimiento de las bases genéticas de las formas más comunes 
de distrofia, se ha podido mejorar la categorización de los cuadros clínicos, incluso se han detectado patologías 
alélicas con sintomatología muy diversa. Fue gracias al avance en la comprensión de los mecanismos fisiológicos y 
moleculares subyacentes a las distrofias musculares que se logró el establecimiento de consensos internacionales 
para el manejo clínico y diagnóstico de las mismas, el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y la mejora en 
los estándares de cuidado de los pacientes.  
 
Fisiología de las Distrofias Musculares 
Las fibras musculares deben ser capaces de contraerse y generar las fuerzas necesarias para llevar a cabo los 
movimientos como así, también, limitar el daño mecánico y adaptarse a los cambios en la carga de trabajo de modo 
de mantener el normal funcionamiento del músculo esquelético durante toda la vida de un individuo. En las 
distrofias musculares ocurre un desbalance entre la degeneración y la regeneración del tejido muscular, lo cual 
conlleva a un declive progresivo en la función muscular (Wallace y McNally, 2009).  
Existen dos hipótesis que permiten explicar el grado de daño y degeneración observado en el músculo distrófico. 
La primera sugiere que las mutaciones afectarían el funcionamiento de proteínas estructurales críticas, 
comprometiendo la estabilidad mecánica de las fibras y el sarcolema, lo cual exacerbaría el daño producido por la 
normal actividad muscular y daría inicio a la cascada de eventos que conducen a la necrosis muscular (Cohn y 




muerte celular generado por alteraciones moleculares que afectarían la homeostasis en el reposo o alterarían la 
habilidad del músculo a adaptarse o repararse ante niveles normales de daño (Gumerson y Michele, 2011).   
 
Patología Herencia Locus Gen Proteína 
Año del 1er 
reporte 
Distrofia Muscular de Duchenne; 
Distrofia Muscular de Becker 
XR Xp21.2 DMD Distrofina 1986 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
ligada al X, Tipo 1 
XR Xq28 EMD Emerina 1986 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
ligada al X, Tipo 2 
XR Xq27.2 FHL1 Four and a half LIM domain 1 2009 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
autosómica dominante 
AD 1q21.2 LMNA Laminina A/C 1999 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
autosómica recesiva 
AR 1q21.2 LMNA Laminina A/C 2000 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss con 
defecto en Nesprina-1 
AD 6q25 SYNE1 Nesprina-1 2007 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
con defecto en Nesprina-2 
AD 14q23 SYNE2 Nesprina-2 2007 
Distrofia muscular Emery-Dreifuss 
asociado a LUMA 
AD 3p25.1 TMEM43 Proteína transmembrana 43 2011 
Distrofia muscular relacionada a LAP1B AR 1q25.2 LAP1B Péptido 1B asociado a laminina 2014 
Distrofia muscular Facio-Escápulo-
Humoral tipo 1 
AD 4q35 DUX4 Doble Homeobox 4 1990 
Distrofia muscular Facio-Escápulo-
Humoral tipo 2 
AD 18p11.32 SMCHD1 
SMC Hinge Domain-
Containing Protein 1 
2010 
Distrofia muscular con lipodistrofia 
generalizada 
AD 17q21-q23 PTRF Cavina-1 2009 
Distrofia muscular de cintura 1A AD 5q31 MYOT Miotilina 1992 
Distrofia muscular de cintura 1B AD 1q21.2 LMNA Laminina A/C 1997 
Distrofia muscular de cintura 1C AD 3p25 CAV3 Caveolina-3 1998 
Distrofia muscular de cintura 1D AD 7q36.2 DNAJB6 
DnaJ (Hsp40) Homolog, 
Subfamily B, Member 6 
1999 
Distrofia muscular de cintura 1E AD 6q23 DES Desmina 1997 
Distrofia muscular de cintura 1F AD 7q32.1-q32.2 TNPO3 Transportina 3 2003 
Distrofia muscular de cintura 1G AD 4q21 HNRPDL 
Heterogeneous Nuclear 
Ribonucleoprotein D Like 
2005 
Distrofia muscular de cintura 1H AD 3p25.1-p23 --- --- 2010 
Distrofia muscular de cintura 2A AR 15q15.1 CAPN3 Calpaina-3 1991 
Distrofia muscular de cintura 2B AR 2p13 DYSF Disferlina 1994 
Distrofia muscular de cintura 2C AR 13q12 SGCG γ-Sarcoglicano 1992 
Distrofia muscular de cintura 2D AR 17q12-q21.33 SGCA α-Sarcoglicano 1994 
Distrofia muscular de cintura 2E AR 4q12 SGCB β-Sarcoglicano 1995 
Distrofia muscular de cintura 2F AR 5q33 SGCD δ-Sarcoglicano 1996 
Distrofia muscular de cintura 2G AR 17q12 TCAP Teletonina 1997 




Distrofia muscular de cintura 2I AR 19q13.3 FKRP Proteína asociada a fukutina 2000 
Distrofia muscular de cintura 2J AR 2q31 TTN Titina 2003 
Distrofia muscular de cintura 2K AR 9q34 POMT1 O-manosyltransferasa 1 2005 
Distrofia muscular de cintura 2L AR 11p14.3 ANO5 Anoctamina 5 2007 
Distrofia muscular de cintura 2M AR 9q31-q33 FKTN Fukutina 2006 
Distrofia muscular de cintura 2N AR 14q24.3 POMT2 O-manosyltransferasa 2 2007 
Distrofia muscular de cintura 2O AR 1p34.1 POMGNT1 




Distrofia muscular de cintura 2P AR 3p21 DAG1 Distroglicano 1 2011 
Distrofia muscular de cintura 2Q AR 8q24.3 PLEC1 Plectina 2010 




Tabla 1. Clasificación de Distrofias Musculares y genes asociados (cont.) 
Patología Herencia Locus Gen Proteína 
Año del 1er 
reporte 
Distrofia muscular de cintura 2R AR 2q35 DES Desmina 2013 
Distrofia muscular de cintura 2S AR 4q35.1 TRAPPC11 
Trafficking Protein Particle 
Complex 11 
2013 
Distrofia muscular de cintura 2T AR 3p21.31 GMPPB GDP-Manosa pirofosforilasa B 2013 
Distrofia muscular de cintura 2U AR 7p21.2 ISPD 
Isoprenoid Synthase Domain 
Containing 
2013 
Distrofia muscular de cintura 2V AR 17q25 GAA Alpha glucosidasa ácida 2013 
Distrofia muscular de cintura 2W AR 2q14.3 LIMS2 
LIM And Senescent Cell 
Antigen-Like Domains 2 
2015 
Distrofia muscular de cintura 2X AR 6q21 BVES 
Blood Vessel Epicardial 
Substance 
2016 
Distrofia muscular de cintura 2Y AR 1q25.2 LAP1B Proteína asociada a lámina 1B  2014 
Distrofia muscular con defecto de 
glicosilación tipo 1 





Distrofia muscular escapuloperoneal 
Síndrome de cabeza caída  
AR 9p13-p12 VCP Valosin Containing Protein 2014 
Distrofia muscular de cintura con 
oftalmoplejía 
--- 8q24.3 PLEC1 Plectina 2015 
      
Distrofias Musculares Congénitas 
Distrofia muscular congénita con 
deficiencia de merosina 
AR 6q2 LAMA2 Laminina 2 1994 
Miopatía de Bethlem AD 21q22.3 COL6A1 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 1 
1996 
Miopatía de Bethlem AD 21q22.3 COL6A2 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 2 
1996 
Miopatía de Bethlem AD 2q37 COL6A3 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 3 
1996 
Miopatía de Bethlem AR 21q22.3 COL6A2 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 2 
2009 
Síndrome de Ullrich AR 21q22.3 COL6A1 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 1 
2003 
Síndrome de Ullrich AR 21q22.3 COL6A2 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 2 
2001 
Síndrome de Ullrich AR 2q37 COL6A3 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 3 
2002 
Distrofia muscular congénica de 
Ullrich 2 
AR 6q13-q14 COL12A1 
Colágeno tipo XII, cadena alpha 
1 
2014 
Miopatía de Bethlem 2 AD 6q13-q14 COL12A1 
Colágeno tipo XII, cadena alpha 
1 
2014 
Distrofia muscular congénita asociada a 
COL12A1 
AD 6q13-q14 COL12A1 
Colágeno tipo XII, cadena alpha 
1 
2016 
Mioesclerosis AR 21q22.3 COL6A2 
Colágeno tipo IV, subunidad 
alpha 2 
2008 
Síndrome de espina rígida asociada a 
SEPN1 
AR 1p36 SEPN1 Selenoproteína N1 1998 
Síndrome de espina rígida asociada a 
FHL1 
AR Xq26.3 FHL1 Four and a half LIM domain 1 2008 
Distrofia muscular congénita asociada a 
integrina 
AR 12q13 ITGA7 Integrina α7 1998 
Distrofia muscular congénita asociada a 
Dinamina 2 
AD 19p13.2 DNM2 Dinamina 2 2008 
Distrofia muscular congénita asociada a 
teletonina 
AR 17q12 TCAP Teletonina 2011 
Distrofia muscular congénita asociada a 
LMNA 
AD 1q21.2 LMNA Laminina A/C 2008 
Distrofia muscular congénita de 
Fukuyama 
AR 9q31-q33 FKTN Fukitina 1993 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 9q31-q33 FKTN Fukutina 2003 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 9q34 POMT1 O-manosyltransferasa 1 2002 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 14q24.3 POMT2 O-manosyltransferasa 2 2005 





Las distrofias musculares son causadas por alteraciones moleculares en genes que codifican a proteínas 
estructurales del músculo esquelético o proteínas necesarias para la estabilidad, mantenimiento y correcto 
funcionamiento de las fibras musculares (Kaplan et al, 2016). Un número significativo de estas patologías son 
originadas por mutaciones que alteran el normal ensamblado del Complejo Distrofina-Glicoproteína (CDG) 
localizado en el sarcolema del músculo (Figura 1). Sin embargo, aún se desconoce la totalidad de los genes 
Tabla 1. Clasificación de Distrofias Musculares y genes asociados (cont.) 
Patología Herencia Locus Gen Proteína 
Año del 1er 
reporte 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 1p34.1 POMGNT1 




Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 7p21.2 ISPD 
Isoprenoid Synthase Domain 
Containing 
2012 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 3p22.1 GTDC2 
Glycosyltransferase-Like 
Domain-Containing Protein 2 
2012 
Síndrome Walker-Warburg (WWS) AR 11q13.2 B3GNT1  2013 
Enfermedad músculo-ojo-cerebro 
(MEB) 
AR 1p34.1 POMGNT1 






AR 19q13.32 PKRP Proteína asociada a Fukutina 2004 
Enfermedad músculo-ojo-cerebro 
(MEB) 
AR 14q24.3 POMT2 O-manosyltransferasa 2  
Enfermedad músculo-ojo-cerebro 
(MEB) 
AR 3p21.31 GMPPB GDP-Manosa pirofosforilasa B 2013 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos 
AR 19q13 FKRP Proteína asociada a Fukutina 2001 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos 




Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos 
AR 20q13.13 DPM1 
Dolichol-Phosphate Mannose 
Synthase Subunit 1 
2013 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos y 
epilepsia severa 
AR 9q34.13 DPM2 
Dolichol-Phosphate Mannose 
Synthase Subunit 2 
2012 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos 
AR Xq23 ALG13 
Asparagine-Linked 
Glycosylation 13 Homolog 
2012 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos simil 
MEB/WWS 





Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación de distroglicanos con 
retardo madurativo 
AR 3p21.31 GMPPB GDP-Manosa pirofosforilasa B 2013 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación distroglicano tipo A10 
AR 12q14.2 TMEM5 Proteína transmembrana 5 2013 
Distrofia muscular congénita con 
hipoglicosilación distroglicano tipo A12 
AR 8q11.21 POMK Proteína O-manosa quinasa 2013 
Distrofia muscular congénita con 
hiperlaxitud de articulaciones 
AR 3p23-21 --- --- 2006 
Distrofia muscular congénita con 
anormalidad estructural mitocondrial 
AR 22q13 CHKB Colina quinasa beta 2011 
Distrofia muscular congénita AR 1q42 --- --- 2000 
Distrofia muscular congénita con 
Espina rígida asociada a ACTA1 
AR 1q42.1 ACTA1 Alpha actinina 2015 
Distrofia muscular congénita con 
hígado graso y cataratas infantiles 
AR 4q35.1 TRAPPC11 
Trafficking Protein Particle 
Complex 11 
2015 
Distrofia muscular congénita con 
implicación cerebral asociada a 
GOLGA2 
AR 9q34.113 GOLGA2 Golgina A2 2016 
Distrofia muscular congénita de tipo 
Davignon-Chauveau 
AR 15q22.31 TRIP4 
Thyroid Hormone Receptor 
Interactor 4 
2016 




implicados en la fisiopatología de las distrofias musculares, lo cual se hace evidente en el valor máximo, entre el 
50% y 60%, de pacientes que alcanzan la confirmación del diagnóstico clínico presuntivo (O’Grady et al, 2016; 
Savarese et al, 2016). Pero recientemente, gracias al advenimiento de las tecnologías de secuenciación masiva se 
está logrando avanzar en la identificación de nuevos genes asociados a estas enfermedades, por lo que la constante 












Diagnóstico de las Distrofias Musculares 
El algoritmo para el diagnóstico de las distrofias musculares se basa en los siguientes aspectos: 
 Patrón de herencia: El médico puede distinguir mediante el análisis del pedigrí si se trata de una patología 
autosómica, ligada al cromosoma X o mitocondrial, y si es dominante o recesiva. No obstante, dado que 
varias de estas enfermedades comparten el tipo de herencia, por sí sólo no permite alcanzar el 
diagnóstico. Además, a priori, esta tarea no puede llevarse a cabo en casos de ocurrencia de novo, sin 
antecedentes previos de la patología en la familia, por lo que su utilidad se ve aún más limitada.  
 Enzimología: En condiciones normales las enzimas Creatininfosfoquinasa (CPK) y Lactato 
deshidrogenasa (LDH) se encuentran en el interior de la fibra muscular, pero en los cuadros de distrofia, 
al producirse la ruptura o necrosis de la célula éstas son liberada al torrente sanguíneo. La determinación 
de la enzima CPK sérica es el rasgo bioquímico utilizado con mayor frecuencia (>10 veces el límite 
superior normal). Sin embargo, existen varias desventajas en la implementación de este estudio. Por un 
lado, existen diversos motivos no asociados a miopatía por lo que puede hallarse elevada esta enzima 
Figura 1. Esquema de la composición del músculo esquelético. El recuadro azul muestra un acercamiento a la región del 




(ejercicio físico exacerbado, problemas hepáticos, etc.), como así también, valores normales de CPK no 
descartan la ocurrencia de distrofia muscular. Finalmente, dado que los niveles elevados de esta enzima 
en sangre se producen como consecuencia de la necrosis de la fibra muscular, los valores de CPK tienden 
a normalizarse a medida que acontece el progresivo deterioro de este tejido. 
 Edad al comienzo de los síntomas: Los signos y síntomas de la patología pueden aparecer al momento del 
nacimiento del afectado, en la niñez, en la adolescencia o en la adultez. Este parámetro permite al médico 
centrarse dentro de un subgrupo de las distrofias musculares. Por ejemplo, si el paciente posee signos 
clínicos al nacimiento, el neurólogo podrá abocarse a las Distrofias Musculares Congénitas. 
 Adquisición y pérdida de la ambulación: En la mayoría de las formas congénitas los pacientes no 
adquieren la capacidad de caminar, mientras que en las formas infantiles la ambulación es lograda pero 
invariablemente será perdida en las distrofias musculares de progresión rápida como ser en la Distrofia 
Muscular de Duchenne. La desventaja de esta observación es la amplia variabilidad existente en la edad 
de pérdida de ambulación incluso dentro de una misma distrofia. 
 Electromiograma (EMG): Este examen simula eléctricamente el impulso nervioso que genera el cerebro 
con el objeto de indicarle al músculo que debe contraerse, permitiendo a su vez monitorear la capacidad 
y velocidad del mismo para acatar la orden dada. Resultados alterados en el EMG pueden observarse 
tanto para las Neuropatías (patologías que alteran la conducción nerviosa del músculo esquelético) como 
para las Miopatías (conjunto de enfermedades que conllevan a la degeneración del músculo y donde se 
incluyen las distrofias musculares). Sin embargo, ambas producen diferentes patrones de alteración 
característicos en el EMG. Los hallazgos propios de miopatía son: disminución de la duración del 
potencial de acción, reducción en el área y la amplitud del radio del potencial de acción y, disminución 
en el número de unidades motoras en el músculo. Si bien al neurólogo, este estudio, le es útil para la 
confirmación de la presencia de miopatía, presenta poco valor diagnóstico. 
 Resonancia Magnética Nuclear: Recientemente, se ha incluido este estudio en las herramientas que 
implementan los médicos para el diagnóstico. Esta técnica de imágenes permite identificar los músculos 
afectados por la patología, por lo que dependiendo del conjunto de músculos comprometidos es posible 
inclinarse sobre cierto grupo de distrofias musculares. 
 Electrocardiograma: Evalúa la presencia de compromiso en el músculo cardíaco, permitiendo descartar 




 Biopsia muscular e Inmunohistoquímica: El análisis histopatológico de la biopsia muscular permite 
diferenciar patologías con patrones sintomatológicos similares. Mediante este estudio se puede observar: 
cambios en el tamaño y en la cantidad de las fibras musculares (atrofia), signos de regeneración, necrosis, 
y recambio de las fibras por tejido conectivo y adiposo (pseudohipertrofia). Por otro lado, la muestra 
puede también ser analizada mediante inmunohistoquímica, en otras palabras, implementar anticuerpos 
para ciertas proteínas que conforman el CDG lo cual permitirá analizar su presencia, cantidad y 
localización. Este es el estudio diagnóstico por excelencia, sin embargo posee dos desventajas. En primer 
lugar, no existe anticuerpos para todas las proteínas posiblemente implicadas en la fisiopatología de las 
distrofias musculares. Finalmente, no todas estas enfermedades cursan con deficiencia en la cantidad o 
incorrecta localización de la proteína causante.  
 Estudios moleculares: El modo de confirmar el diagnóstico clínico presuntivo del paciente consiste en la 
identificación de la alteración molecular causante de la patología en el gen implicado. En la actualidad, 
la fácil disponibilidad de esta clase de estudios, los ha transformado en la herramienta “Gold Standard” 
para el diagnóstico de las distrofias musculares, incluso llegando, en algunos casos, a reemplazar a la 
biopsia muscular. 
Finalmente, la examinación clínica realizada por los médicos neurólogos especialistas en estas patologías y los 
estudios recién enumerados conducirán al paciente hacia el diagnóstico.  
 
Distrofinopatías 
El presente trabajo se centrará en el abordaje genético y molecular del gen DMD con el objetivo de colaborar en 
el diagnóstico de las Distrofinopatías, brindar asesoramiento genético a las familias afectadas y ahondar en la 
caracterización del gen. 
Las Distrofinopatías constituyen el subgrupo más frecuente dentro de las distrofias musculares. Son 
enfermedades monogénicas, de herencia recesiva ligada al cromosoma X y originadas, como ya se ha mencionado, 
por mutaciones en el gen DMD (Xp21.2; Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) #300377). De acuerdo al 
patrón de expresión de la proteína distrofina, producto del gen DMD, se distinguen 3 cuadros clínicos diferentes: 
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), Distrofia Muscular de Becker (DMB) y Cardiomiopatía Dilatada Ligada 




DMD es una miopatía severa que resulta de la ausencia de la proteína distrofina y afecta a 1 de 3.500-5.000 
varones nacidos vivos (Müller et al, 1994; Guiraud et al, 2015a). Se caracteriza por degeneración progresiva de las 
fibras musculares, conllevando a la atrofia de los músculos esqueléticos con niveles elevados de las enzimas CPK y 
LDH (Emery, 1977). Los síntomas comienzan a evidenciarse entre los 2-3 años de edad, observándose un retardo 
en la adquisición de la marcha, caídas frecuentes y dificultad para correr, levantarse del piso y subir escaleras. Otro 
rasgo característico, es la presencia de pseudohipertrofia gemelar, crecimiento exagerado del músculo dado por la 
acumulación de grasa y tejido conectivo en lugar de ser causado por un mayor desarrollo de la fibra muscular. 
Alrededor de los 15 años los pacientes pierden la capacidad de caminar, lo cual suele conllevar al desarrollo de 
escoliosis e incluso grandes contracturas musculares. Dichas complicaciones ortopédicas suelen conducir a fallas 
respiratorias, originadas por debilidad de los músculos inspiratorios y espiratorios, e incluso al padecimiento de 
cardiomiopatía. Pese a que los pacientes se encuentren bajo tratamiento médico, el cual se basa principalmente en 
el uso de corticoides, mueren por fallas cardíacas y/o respiratorias entre los 20 y 30 años de edad (Ryder et al, 
2017).  
En cuanto al desarrollo cognitivo, un tercio de los niños afectados también pueden presentar retardo madurativo 
no progresivo (Mercuri y Muntoni, 2013). Además, esto puede estar asociado a comorbilidades conductuales o 
psiquiátricas como ser trastornos de atención y autismo (Wu et al, 2005).   
Por otro lado, DMB se caracteriza por un patrón sintomatológico similar a la DMD pero de progresión más lenta, 
evidenciándose los signos clínicos ya pasada la niñez. La incidencia de la DMB es 1 de 18.000 - 20.000 niños 
nacidos con vida (Helderman-van den Enden et al, 2013). Esta patología resulta de la expresión de una distrofina 
parcialmente funcional o de la reducción en los niveles de expresión de la proteína de funcionalidad normal (Blyth 
y Pugh, 1958). 
Si bien teóricamente DMD y DMB son claramente caracterizadas y diferenciadas, en realidad existe un espectro 
fenotípico continuo entre ambas patologías. En otras palabras, no siempre resulta claro el cuadro clínico del 
paciente, ya que se han observado casos de DMD leves similares a DMB y, al revés, afectados de DMB severos 
similares a DMD. Incluso, se han evidenciado fenotipos intermedios, los cuales suelen ser categorizados de forma 
diferencial bajo el nombre de Distrofia Muscular Intermedia (DMI). La Figura 2 muestra las diferencias 
histopatológicas entre estos cuadros fenotípicos. 
  Por otro lado, la CDLX, el tercer fenotipo asociado al gen DMD, afecta a jóvenes varones entre 10 y 30 años de 
edad y es idéntica a cualquier otro cuadro clínico de cardiomiopatía dilatada, excepto por su evidencia de 




insuficiencia cardíaca congestiva, cardiomegalia, edema pulmonar y dilatación ventricular con fracción de eyección 
anormal o disminuida en el ecocardiograma (Towbin et al, 1993). Además, el deterioro cardiológico se caracteriza 
por una rápida progresión, conllevando a la necesidad de trasplante cardíaco. En base molecular y clínica se pueden 
reconocer dos subtipos de CDLX: una forma moderada y de presentación tardía la cual se asocia a alteraciones 
moleculares en los dominios de espectrina de la proteína distrofina (3´CDLX) y, una forma severa de presentación 
temprana la cual se debería a mutaciones en el extremo 5´ del gen DMD (5´CDLX). Estas últimas alteraciones 
moleculares afectarían únicamente a la isoforma que se expresa en músculo esquelético y cardíaco. 
La CDLX se origina por la pérdida selectiva de la proteína distrofina en corazón por lo que progresa sin signos 
clínicos significativos de distrofia muscular (Oldfors et al, 1994). Sin embargo,  las determinaciones de CPK elevadas 
indican al menos un leve compromiso del músculo esquelético. Se hipotetiza y ha sido demostrado paras las 
mutaciones ligadas a la forma severa de CDLX, que el mecanismo molecular subyacente a la ausencia o leves 
síntomas de distrofia muscular en pacientes con CDLX sería el aumento en la expresión de las isoformas cerebrales 













Como ya ha sido mencionado anteriormente, las distrofinopatías presentan un patrón de herencia recesivo ligado 
al cromosoma X. Por este motivo, los hombres que portan alteraciones moleculares en el gen DMD se ven afectados 
con la patología, mientras que las mujeres resultan portadoras asintomáticas.  
Tejido muscular normal 
Tejido muscular de 
paciente con DMB leve 
Tejido muscular de 
paciente con DMB severo 
Tejido muscular de 
paciente con DMI 
Tejido muscular de 
paciente con DMD 
Figura 2. Ejemplos de hallazgos 
inmunohistoquímicos, empleando 
anticuerpos anti-Distrofina, para los 
distintos cuadros clínicos asociados 
a Distrofinopatía. A. Tejido 
muscular sano, localización normal 
de la distrofina en la periferia de las 
fibras musculares. B. Paciente con 
DMB leve. C. Paciente afectado con 
DMB severo. B y C muestran niveles 
disminuidos de Distrofina, la cual es 
proporcional a la gravedad de los 
síntomas. D. Paciente con DMI, el 
cual posee una cantidad 
relativamente abundante de fibras 
revertantes. E. paciente con DMD, se 
observa ausencia de marcación para 
la Distrofina. [Imágenes 
pertenecientes al trabajo de 




Los casos de distofinopatias pueden clasificarse en familiares o esporádicos. Los primeros cuentan con más de un 
miembro afectado en la familia, lo cual nos permite identificar, sin necesidad de estudios moleculares, mujeres que 
están transmitiendo la mutación causante de la patología. A estas mujeres se las denomina portadoras obligadas. En 
la figura 3A  y 3B se muestran dos casos familiares típicos de distrofinopatías. En el primero se observan dos 
hermanos afectados con la misma enfermedad, por lo que la madre es portadora obligada. Sin embargo, se desconoce 
el estado de portadora de II2 dado que puede haber heredado cualquiera de los dos cromosomas X maternos, 
teniendo a priori un 50% de riesgo (Figuera 3A). En cambio, en el segundo caso tanto tío como sobrino son afectados 
de Distrofinopatía, por lo cual I2 y II3 son portadoras obligadas mientras que se requieren estudios moleculares 












La gran mayoría de los casos (66%) son familiares o hereditarios mientras que el 33% restante corresponde a 
casos esporádicos de Distrofinopatía (Caskey et al, 1980). Estos últimos corresponden a familias con un único 
afectado o caso índice. En estos casos no es posible determinar cómo se heredó la alteración molecular en el gen 
DMD y, por ende, no se pueden detectar mujeres portadoras obligadas. La mutación probablemente ocurrió de novo 
y pudo haber tenido lugar en la embriogénesis del paciente, en la embriogénesis de la madre o, incluso, pudo haberse 
heredado por línea materna pero ser enmascarada por generaciones sin varones. Este es el caso detallado en la figura 
3C, la mutación pudo ocurrir en III3, en II4 o en I2 quien no tuvo hijos varones que porten y manifiesten 
Distrofinopatía. En el caso que la alteración hubiera tenido lugar en la embriogénesis de II4, ella sería mosaico 
germinal, es decir que poseería 3 linajes celulares distintos y uno de ellos portaría la alteración molecular. Dado el 
tamaño y características moleculares del gen DMD, cuenta con una alta tasa de mutaciones de novo (1 en 10.000 
A B C 
Figura 3.  Ejemplificación de pedigrís típicos de Distrofinopatía. A. Caso familiar con 2 hermanos afectados. B. Caso familiar 




nacimientos) y una frecuencia de mosaicismo germinal entre el 15-20% (Chaturvedi et al, 2000; van Essen et al, 
2003). 
  
Tratamiento de las Distrofinopatías 
Hasta el momento no existe tratamiento efectivo que permita curar o evitar el deterioro muscular en todos los 
chicos afectados con Distrofinopatía. Las medidas terapéuticas optadas por los médicos tratantes tienen como 
objetivo controlar y enlentecer los síntomas, de modo de mejorar la calidad de vida y permitirle al paciente 
mantenerse lo más independiente que sea posible.  
El eje principal del tratamiento se basa en la administración diaria de glucocorticoides por vía oral, los cuales, al 
disminuir el estado inflamatorio del músculo esquelético, prolongan la capacidad de deambular, mejoran la fuerza 
muscular y la función cardiopulmonar (Hoffman et al, 2012).  Esto se ve complementado con controles nutricionales 
que apuntan a impedir que el tratamiento con corticoides conlleve al aumento de peso del paciente, puesto que el 
sobrepeso no contribuye al mantenimiento de la fuerza muscular ni colabora a sobrellevar los trastornos en la 
marcha. Además, el tratamiento debe ser sustentado con fisioterapia, la cual permite extender el periodo de 
funcionamiento y la fuerza de los músculos. 
Por otro lado, nos encontramos transcurriendo el momento de sumo desarrollo en el terreno de las terapias para 
las Distrofinopatías. Alrededor de 200 tratamientos distintos se encuentran en desarrollo o validación, la gran 
mayoría tienden a corregir la alteración molecular particular de cada paciente (terapias mutación dependientes). 
Incluso, 2 protocolos ya cuentan con la aprobación condicional de la FDA (The U.S. Food and Drug Administration) 
o de la EMA (The European Medicines Agency). Más aún, actualmente, en la Argentina se está comenzando a 
implementar el Ataluren o premature stop codon read-through [Ataluren, PTC], la cual sólo puede ser administrada 
en pacientes con mutaciones nonsense (Bushby et al, 2014). No obstante, se puede apreciar la completa descripción 
de los tratamientos basados en mecanismos moleculares en el capítulo 1 del presente trabajo.  
Finalmente, pese a todas las líneas de investigación para hallar una cura para estas enfermedades y los distintos 
tratamientos que se están probando, continúa siendo necesario brindar un completo asesoramiento genético a las 
familias afectadas. En otras palabras, resulta de suma importancia llevar a cabo estudios de detección de individuos 





El gen DMD 
El gen ubicado en el brazo pequeño del cromosoma X y que comprende 2.4 Mb, es el más grande del genoma 
humano reportado hasta el momento. DMD corresponde aproximadamente al 1,5% del cromosoma X y al 0,1 % del 
total del genoma (Muntoni et al, 2003). El descubrimiento del gen asociado a DMD y DMB tuvo lugar en el año 
1987, gracias al análisis de un grupo de mujeres sintomáticas con translocaciones balanceadas X/autosoma y un 
paciente con 4 desórdenes ligados al cromosoma X (DMD, Enfermedad granulomatosa crónica, Retinitis pigmentosa 
y Síndrome de McLeod) sospechado de padecer de un síndrome de deleción contigua (Monaco y Kunkel, 1987).    
La arquitectura del gen es bastante intrincada, dado que se compone de 7 promotores diferentes, los cuales 
regulan la expresión tejido específica de diversas isoformas de la proteína distrofina (Monaco y Kunkel, 1987). Cada 
promotor cuenta con su propio exón 1, por lo que el gen está conformado por un total de 78 exones compartidos y 
7 exones 1 específicos de cada isoforma (Figura 4). Sin embargo, pese a la gran cantidad de exones, el 99% del gen 
corresponde a secuencias intrónicas, dado que 42 de sus intrones poseen un tamaño >10 Kb e incluso 5 de ellos 
















El gen expresa al menos 16 isoformas distintas las cuales son producto de la implementación de los distintos 
promotores, de la ocurrencia de splicing alternativo y de diferentes sitios de corte y poliadenilación (Tabla 2). Los 
Figura 4. Representación esquemática del gen DMD y de sus diversas isoformas. Las flechas representan la localización de los 
7 promotores distintos del gen DMD. Los colores de los exones corresponden a los dominios para los que codifican: Dominio 
de unión a Actina (ABD) en rojo, Dominio Rod o elástico en violeta, Dominio rico en Cisteínas en celeste y Dominio C-
terminal en verde. Los dominios amino terminal específicos de las isoformas cortas son representados por los recuadros 




mecanismos de splicing alterantivo implicados en la generación de la isoformas incluyen: la exclusión de algunos 
exones del transcripto primario (exon skipping) y modificación del ordenamiento de los exones (exon scrambling).  
Las distintas isoformas reciben el nombre de Dp por la sigla en inglés “Dystrophin protein”, seguido del número 
correspondiente a su peso molecular en kilodaltons.  
Existen 3 isoformas largas, las cuales cuentan con 79 exones pero derivan de promotores independientes y se 
diferencian por el exón 1 (Figura 4). Estas Dp427 son nomencladas diferencialmente incluyendo letras del final 
indicando los tejidos en los que se expresan mayoritariamente (Dp427b: cerebro, Dp427m: músculo y células de 
Purkinje: Dp427p). Ha sido reportada la existencia de una isoforma Dp427 adicional que se expresaría en linfocitos, 
sin embargo, hallazgos recientes sugieren que se podría tratar de un artefacto (Wheway y Roberts, 2003).  
La existencia de 4 promotores alternativos en los intrones 29, 44, 55 y 62 permite dar origen a isoformas cortas, 
las cuales poseen un exón 1 que le es único, que luego se empalman con los exones 30, 45, 56 y 63 respectivamente, 
compartidos con las Dp427 (Figura 4). Además, las isoformas Dp260, Dp140 y Dp71 generan varios productos 
distintos gracias a los mecanismos de splicing alternativo previamente mencionados. Finalmente, el producto más 
pequeño del gen DMD es la Dp40, la cual implementa el promotor ubicado en el intrón 62, compartido con la 
















5´ al promotor 
muscular 
427 kDa 3.677 aa 14.069 pb 
Neuronas corticales, 
músculo esquelético y 
cardíaco. 
Dp427m Muscular 
Entre el promotor 
cerebral y cerebelar 
de purkinje 
427 kDa 3.685 aa 13.933 pb 
Músculo esquelético y 











Intrón 29 260 kDa 
  Retina, 
minoritariamente en 
cerebro y corazón. 
 Dp260-1 2.344 aa 9.773 pb 
 Dp260-2 2.341 aa 9.916 pb 
Dp140 --- 
Intrón 44 140 kDa 
1.225 aa 7.410 pb 
Sistema nervioso 
central y riñón. 
 Dp140b 1.243 aa 7.378 pb Riñón. 
 Dp140ab 1.230 aa 7.339 pb Cerebelo y riñón. 
 Dp140c 1.115 aa 7.050 pb Cerebelo. 
 Dp140bc 1.133 aa 7.048 pb Cerebelo y riñón. 
Dp116 Apo-distrofina 2 Intrón 55 116 kDa 956 aa 5.623 pb Células de Schwann. 
Dp71 Apo-distrofina 1 
Intrón 62 71 kDa 
617 aa 4.623 pb Ubicua. 
 Dp71b 635 aa 4.591 pb Ubicua. 
 Dp71a 604 aa 4.584 pb Ubicua. 
 Dp71ab 622 aa 4.552 pb Ubicua. 
Dp40 Apo-distrofina 3 Intrón 62 40 kDa 340 aa 2.200 pb Ubicua. 
Tabla 2. Isoformas del gen DMD y sus características. 




La proteína Distrofina 
Las isoformas largas del gen DMD codifican proteínas de aproximadamente 3600 aminoácidos y de peso 
molecular de 427kDa, cuyas estructuras terciarias cuentan con 4 dominios. El dominio N-terminal o dominio de 
unión a actina compromete 232-240 aminoácidos y es codificada por los exones 1 al 8 inclusive. Este dominio 
interviene en la interacción con la proteína Actina del citoesqueleto gracias a la presencia de dos regiones homólogas 
a actinina. El dominio central, también llamado dominio Rod o Elástico, consta en la sucesión de 25 repeticiones 
helicoidales triples similares a la espectrina. Este es el dominio más grande de la proteína distrofina, es codificada 
por los exones 9 al 62 y está conformado por aproximadamente 3000 residuos. Le sigue el dominio rico en Cisteína 
comprendido por 280 aminoácidos codificados por los exones 63 al 69. Finalmente, el dominio C-terminal es 
codificado por los exones 70 al 79 y formado por 420 residuos (Love et al, 1993; Straub y Campbell, 1997; Muntoni 
et al, 2003). Mediante los últimos dos dominios la distrofina interactúa con proteínas integrales de membrana 
(Distrobrevinas, Distroglicanos, Sarcoglicanos y Sintrofinas), conformando el CDG.  
Esta gran proteína se localiza en la cara interna del sarcolema del músculo esquelético y cardíaco, donde funciona 
como un puente conector entre el citoesqueleto y la lámina basal de la matríz extracelular (Figura 1). Es gracias a 
su estructura y sus interacciones que la distrofina permite la transducción de la fuerza muscular y participa en 
mecanismos de señalización, protegiendo a las fibras del daño inducido por la contracción muscular. Por ello, la 
pérdida de funcionalidad de la distrofina produce daño a las fibras como consecuencia de la inestabilidad del 
sarcolema, explicando así los síntomas de los chicos afectados con Distrofinopatía. 
Por otro lado, las isoformas cortas dan origen a proteínas que carecen del dominio N-terminal o de unión a 
actina. Puesto que poseen los dominios rico en cisteínas y C-terminal, mantienen la capacidad de interacción con 
las proteínas Distrobrevinas, Distrogicanos y Sintrofinas (Muntoni et al, 2003). Lamentablemente, poco se sabe aún 
de la función particular de cada de una de estas isoformas, dado que los esfuerzos siempre se concentraron en 









Las Distrofinopatías y, en particular, la Distrofia Muscular de Duchenne se encuentran entre las enfermedades 
de origen genético más frecuentes. Puesto que se trata de patologías letales para las cuales aún no se han desarrollado 
tratamientos que permitan curar o detener la progresión de los síntomas, colaborar con la comprensión de las bases 
genéticas y moleculares de su fisiopatología resulta clave para los grupos de investigación dedicados al 
descubrimiento de nuevas líneas terapéuticas. Más aún, recientemente se descubrió una nueva función del gen 
DMD como supresor tumoral en tumores de origen miogénicos, asociándolo al mundo de las patologías 
multifactoriales de alta incidencia como es el cáncer. Por todo ello, el objetivo principal del presente trabajo consistió 
en realizar una exhaustiva caracterización genética y molecular del gen DMD.   
Desde el lado de las Distrofinopatías, se analizó una cohorte argentina afectada con estas patologías con el fin de 
caracterizar las mutaciones en el gen DMD, estimar el riesgo de desarrollar o transmitir a la descendencia la 
enfermedad, realizar estudios prenatales y recabar información que enriquezca el conocimiento básico de la 
fisiopatología de estas enfermedades. Además, gracias a que en nuestro país se han comenzado a implementar 
protocolos terapéuticos que tienden a corregir el defecto genético particular de cada paciente, resulta de suma 
importancia que cada afectado tenga caracterizada su alteración molecular de forma precisa, de modo de 
seleccionar el tratamiento adecuado y evitar el progresivo deterioro del tejido muscular. Finalmente, esta tesis 
representa la continuación de los estudios realizados en el “Laboratorio de Distrofinopatías” desde el año 1994, por 
lo que los resultados obtenidos contribuyen a la investigación aplicada que se viene realizando sobre la 
caracterización de la población afectada en nuestro país. 
Desde la perspectiva del cáncer, el objetivo fue evaluar el rol del gen DMD en la carcinogénesis de tumores no 
miogénicos mediante estudios bioinformáticos implementando datos de microarrays y RNAseq disponibles en 2 
repositorios públicos (GEO y cBioPortal).  
 
Los objetivos particulares del presente trabajo fueron:  
1) Buscar y caracterizar mutaciones en el gen DMD en pacientes y mujeres sintomáticas con distintas 
Distrofinopatías.  
2) Predecir el efecto fisiopatológico de la alteración molecular identificada, mediante el análisis de ocurrencia 




3) Correlacionar la mutación hallada con el fenotipo del paciente (genotipo vs fenotipo).   
4) Determinar el protocolo terapéutico adecuado para cada paciente. 
5) Caracterizar y validar los modificadores genéticos identificados al momento (SPP1, LTBP4, ACTN3 y CD40). 
6) Identificar individuos portadores de Distrofinopatía. 
7) Caracterizar los eventos moleculares (puntos de ruptura de mutaciones, recombinaciones, 
retracciones/expansiones, mutaciones de novo, mosaicismo germinal, etc.) en el gen DMD.   
8)  Analizar los niveles de expresión de la distrofina en distintos tipos tumorales no miogénicos. 
9)   Identificar y caracterizar las alteraciones moleculares que tienen lugar en el gen DMD en tumores de origen 
no miogénicos. 
 




CAPÍTULO 1: ANÁLISIS MOLECULAR DE PACIENTES CON DISTROFINOPATÍA 
 
i. Introducción 
Alteraciones moleculares del gen DMD 
Las alteraciones moleculares responsables de DMD/DMB son grandes deleciones (al menos 1 exón) en el ~68% 
de los casos, grandes duplicaciones en el ~11% y mutaciones puntuales o pequeñas en el ~20%. Por su lado, las 
mutaciones pequeñas pueden subdividirse en nonsense en el ~10%, inserciones/deleciones en el ~7% y mutaciones 
que afectan sitios consenso del splicing en el ~3% restante (Aartsma-Rus et al, 2016). Las alteraciones moleculares 
del gen DMD de menor frecuencia son las mutaciones intrónicas profundas y/o mutaciones en secuencias 
regulatorias, las cuales acontecen en el ~1% de los casos.  
Las grandes deleciones se producen preferencialmente en dos regiones del gen DMD, en el hot spot principal 
ubicado en la parte central del gen o dominio rod (entre los exones 45 y 53) y en el hot spot del extremo 5´del gen 
(entre los exones 2-20) (Liechti-Gallati et al, 1989). Por otro lado, estudios recientes han reportado la existencia de 
un hot spot de duplicación en el extremo 5’ del gen DMD (entre los exones 2-10) (White y den Dunnen, 2006). 
Hasta el momento, no se ha descripto la presencia de hot spots de mutaciones puntuales. 
De acuerdo a la base de datos “Leiden DMD Mutation Database” [www.dmd.nl], las deleciones reportadas con 
mayor frecuencia son la deleción del exón 45 (1,7% de las mutaciones submitidas) y aquella que abarca los exones 
45-47 (1,5% de las mutaciones submitidas) (Aartsma-Rus et al, 2006). Mientras que la duplicación identificada 
con mayor frecuencia en pacientes con DMD/DMB es la duplicación del exón 2, constituyendo el 0,4% de las 
mutaciones presentes en la base de datos de Leiden (Aartsma-Rus et al, 2006). 
Por otro lado, Cohen y Muntoni (2004) mediante el análisis bibliográfico de individuos afectados con CDLX, 
identificaron 2 grandes grupos de mutaciones descriptas como causantes de esta patología. El grupo A corresponde 
a aquellas alteraciones moleculares que afectan la transcripción y los procesos de splicing del gen DMD de manera 
tejido específica (Tabla 3). Estas mutaciones afectarían la expresión de las isoformas de músculo cardíaco y 
esquelético, sin embargo, la distrofina en el músculo esquelético se vería compensada por estimulación de los 
promotores cerebral y cerebelar de Purkinje (Bastianutto et al, 2001; Neri et al, 2012). Se ha reportado que pacientes 
que portan estas mutaciones presentan ausencia de distrofina en corazón pero en músculo esquelético presentan 
entre 30 y 40% de expresión de distrofina con respecto a los controles normales (Ferlini et al, 1998). El grupo B 
comprende alteraciones moleculares que alterarían regiones de la proteína que parecerían tener mayor 
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funcionalidad en el músculo cardíaco respecto del esquelético (Tabla 3). En otras palabras, las mutaciones 
pertenecientes a este grupo generarían cambios cualitativos en la proteína distrofina mientras que las del grupo A 
producen defectos cuantitativos. 
 
Mutaciones en el gen DMD 
Niveles de 
CPK 
Presencia de Dys en 
corazón 
Presencia de Dys en 
músculo esquelético 
GRUPO A    
Deleción promotor:exón 1 muscular Elevada Ausente Presente 
Deleción promotor:exón 1 muscular Elevada Desconocido Desconocido 
Mutación puntual sitio aceptor del splicing del exón 1 muscular Normal Ausente Presente 
Mutación puntual sitio aceptor del splicing del exón 1 muscular Elevada Desconocido Desconocido 
Inserción de un elemento LINE1 en el exón 1 muscular Elevada Desconocido Presente 
Duplicación exones 2-7 Elevada Ausente Presente 
Mutación missense en exón 9 (c.1043A>G, p.Thr279Ala) Elevada Ausente Presente 
Deleción en intrón 11 afectando sitios crípticos de splicing Elevada Ausente Presente 
    
GRUPO B    
Mutación nonsense en exón 29 (c.4148C>T, p.Arg*) Elevada Presente Presente 
Mutación missense en exón 35 (p.Asn1672Lys) Elevada Desconocido Desconocido 
Deleción exones 45-48 Normal Desconocido Desconocido 
Deleción exones 45-55 Elevada Desconocido Desconocido 
Deleción exón 48 Elevada Desconocido Desconocido 
Deleción exón 48 Normal Presente Desconocido 
Deleción exones 48-49 Elevada Desconocido Desconocido 
Deleción exones 48-51 Elevada Presente Desconocido 
Deleción exones 48-53 Normal Presente Desconocido 
Deleción exones 49-51 Normal Presente Presente 
Abreviaturas: Dys, Distrofina 
 
Algoritmo molecular y técnicas para la pesquisa de mutaciones en el gen DMD  
En el pasado, los estudios moleculares del gen DMD se realizaban con posterioridad a la confirmación del 
diagnóstico clínico mediante biopsia e inmunohistoquímica. Sin embargo, dado lo cruento de llevar a cabo la biopsia 
muscular y la mejora en la accesibilidad de los estudios moleculares, actualmente el algoritmo comienza con la 
pesquisa de mutaciones en el gen DMD (Abbs et al, 2010). Únicamente en casos donde la alteración molecular no 
pudo ser identificada, se procede con el estudio histopatológico (Figura 5). 
El algoritmo molecular comienza con la búsqueda de grandes deleciones y duplicaciones, las cuales acontecen 
con mayor frecuencia (⁓80%) (Aartsma-Rus et al, 2016). En caso de identificarse una gran mutación en el gen 
DMD, se da por confirmado el diagnóstico clínico presuntivo de Distrofinopatía y el paciente no requiere otro 
estudio molecular. En cambio, de no hallarse una gran deleción o duplicación, se debe proseguir con la pesquisa de 
mutaciones pequeñas, es decir con el análisis del ⁓20% restante. Nuevamente, el hallazgo de una mutación puntual 
corrobora el diagnóstico clínico de Distrofinopatía. No obstante, si mediante ambos estudios aún no se identifica la 
alteración molecular causante de la patología, será la biopsia muscular quien verifique el diagnóstico clínico 
presuntivo o indique el/los gen/es a analizar a continuación (Aartsma-Rus et al, 2016) (Figura 5). 
 
Tabla 3. Alteraciones moleculares descriptas en pacientes con CDLX reportados en bibliografía 












Originariamente, el primer estudio molecular en llevarse a cabo era la búsqueda de grandes deleciones mediante 
PCR multiplex (PCRm). Esta técnica permite identificar aproximadamente 98% de las deleciones causantes de 
Distrofinopatía (Beggs et al, 1990), gracias al análisis de entre 16 y 25 exones ubicados dentro de los 2 hot spots de 
deleción del gen DMD. La PCRm sólo puede implementarse en varones, dado que cuentan con un único cromosoma 
X, las deleciones se pueden evidenciar como ausencia de amplificación. Esto no es posible de llevar a cabo en 
mujeres, donde la presencia de un cromosoma X normal siempre enmascarará la deleción, puesto que la técnica no 
es cuantitativa. También, por este último motivo, la PCRm no permite identificar duplicaciones en el gen DMD. Por 
otro lado, al menos en el pasado y dependiendo de los recursos con los que contaban cada laboratorio, no siempre 
podían las deleciones halladas por PCRm ser acotadas, dado la necesidad de contar con primers de todos los exones 
del gen. 
Actualmente, el método por excelencia elegido para iniciar los estudios moleculares es la Amplificación Múltiple 
de Sondas Ligadas (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification-MLPA). Esta técnica, al ser cuantitativa, 
posee 3 ventajas sobre la PCRm: 1. Permite la identificación tanto de deleciones como de duplicaciones; 2. Puede ser 
implementada tanto en varones como en mujeres, habilitando su utilización para la detección de portadoras de la 
patología e incluso en estudios prenatales (Schwartz y Dunø, 2004; Massalska et al, 2013); 3. Permite expandir la 
identificación de grandes deleciones por fuera de los hot spots, dado que analiza la dosis de cada uno de los exones 
del gen DMD  y, por ende, todas las alteraciones moleculares intragénicas halladas tienen sus bordes acotados.  
El MLPA implementa dos sondas para cada exón a analizar, las cuales hibridan de modo adyacente entre sí, 
dejando sólo un nick entre ambas. Las sondas cuentan con una región específica al exón y una región 
complementaria a primers universales (Figura 6A). Además, una de las sondas contiene una secuencia de longitud 
variable o stuffer, la cual permite diferenciar los productos de amplificación de cada exón (Figura 6A). Esta técnica 
Figura 5. Algoritmo molecular diagnóstico actual. Los recuadros celestes marcan los 3 pasos principales del algoritmo, 
mientras que los recuadros rojos y verdes señalan los posibles resultados. 
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consta de 3 pasos principales: la hibridación de las sondas, la ligación de las mismas y la PCR de los oligonucleótidos 
ligados (Figura 6B). Únicamente serán amplificadas las sondas que pudieron ser ligadas y, por ende, aquellas que 
fueron capaces de hibridar. Los productos de PCR son corridos en un analizador de fragmentos, lo cual permite 
separar los distintos exones de acuerdo al peso molecular de cada amplicón. Finalmente, el número de copias para 










Si bien la técnica de MLPA no fue diseñada con el objetivo de hallar mutaciones puntuales, en aquellos casos 
donde una pequeña alteración molecular se localice en la región de hibridación de las sondas y altere la capacidad 
de ligación de las mismas, podrá ser identificada. Dichos casos, se presentan como deleción o disminución de dosis 
en un único exón en el MLPA. Sin embargo, dado que toda mutación de un único exón debe ser validada mediante 
otra metodología, se puede distinguir esta situación particular de una verdadera deleción de un sólo exón (Abbs et 
al, 2010).  
La pesquisa de mutaciones puntuales en el gen DMD suele realizarse mediante el análisis de los exones y de los 
sitios dadores/aceptores del splicing implementando PCR-Secuenciación de Sanger. Dicha metodología insume 
tiempo, es sumamente laboriosa y costosa dado que requiere de primers específicos para cada uno de los 79 exones 
del gen y la amplificación por PCR de todos ellos. Recientemente, gracias a los avances en el campo del Next 
Generation Sequencing (NGS) y a la disminución en sus costos, las tecnologías de secuenciación masiva se han 
transformado en una rápida, certera y costo-efectiva alternativa diagnóstica. Los estudios de Paneles y Secuenciación 
de Exoma Completo (Whole Exome Sequencing-WES) son las estrategias de NGS más implementadas en el campo 
de la medicina en la actualidad.  
A B 
Figura 6. Técnica de Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification (MLPA). (A) Esquema de las sondas del MLPA. En 
color naranja de muestra la región complementaria al exón a analizarse, en violeta la secuencia complementaria a primers 
universales y en verde la región de longitud variable o stuffer. (B) Representación esquemática de la técnica de MLPA, en ella 
se detallan las 3 fases principales: Hibridación, Ligación y PCR. 
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Como su nombre lo indica, por sus siglas en inglés, el WES consta del análisis de todas las secuencias exónicas, 
lo cual corresponde a secuenciar el 1,5-2% del genoma humano (Klein y Foroud, 2017). Se estima que en el 85% 
de los casos las mutaciones causantes de patología se localizan en exones, por lo que el WES posee una alta 
expectativa de éxito (Petersen et al, 2017). En cambio, los paneles de NGS estudian los exones pertenecientes a un 
subgrupo de genes asociados a una determinada clase de patología. Por ejemplo, los paneles para Distrofias 
Musculares de Cintura analizan todos los exones de los genes asociados en literatura con este cuadro clínico (Tabla 
1). Tanto los paneles como el WES se basan en una previa captura y amplificación, con el fin de enriquecer las 
regiones de interés, para luego llevar a cabo la secuenciación masiva en paralelo (Klein y Foroud, 2017). 
Si bien teóricamente ambas metodologías podrían ser implementadas para la pesquisa de mutaciones puntuales 
en DMD, este gen no suele incorporarse en los paneles comerciales dado su gran tamaño. Además, puesto que 
realizar un diseño personalizado para un panel, al menos en nuestro país, resulta más costoso que el WES, esta 
última es la técnica de elección para la búsqueda de mutaciones pequeñas en el gen DMD.   
 
Correlación Genotipo-Fenotipo de los pacientes 
Teoría del corrimiento del marco de lectura 
En el año 1988 Monaco y colaboradores establecieron una correlación entre el fenotipo y la alteración molecular 
que porta el paciente, a la cual denominaron “Teoría del Corrimiento del Marco de Lectura”. La misma postula que 
mutaciones que producen corrimiento en el marco de lectura conllevan a una terminación prematura de la 
traducción y, por ende, a una proteína trunca no funcional que será degradada. En consecuencia, la ausencia de 
Distrofina producirá un fenotipo grave, es decir DMD. En cambio, la teoría asevera que las mutaciones que no 
alteran el marco de lectura generan una distrofina más corta, pero parcialmente funcional que escapa a la 
degradación temprana. Finalmente, la disminución en la funcionalidad de la Distrofina resultante producirá 
fenotipo leve o DMB. 
Esta teoría se cumple en aproximadamente el 92% de los pacientes. El 8% de los casos que escapan a esta teoría 
corresponde a pacientes con DMD con mutaciones sin corrimiento en el marco de lectura y pacientes con DMB con 
mutaciones que sí lo alteran. En parte, motiva la discrepancia entre el fenotipo esperado y el observado, el hecho 
que la “Teoría del Corrimiento del Marco de Lectura” no tiene en consideración los dominios de la proteína 
Distrofina que se ven afectados por la mutación del paciente. Por ejemplo, deleciones que mapean en el dominio de 
unión a actina de la proteína y no alteran el marco de lectura, si bien de acuerdo a esta teoría se asociarían a DMB, 
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podrían generar un cuadro grave dado que la capacidad de anclaje al citoesqueleto de la Distrofina se verá 
gravemente alterada. Con el objetivo de explicar estas diferencias, Aartsma-Rus y colaboradores (2006) 
establecieron una correlación entre la localización y la longitud de las alteraciones moleculares en marco con el 









En especial en pacientes con DMB que portan mutaciones que afectan el marco de lectura, las disconcordancias 
pueden deberse a eventos de splicing alternativo que alteren la naturaleza de las mutaciones a nivel del ARNm, 
diferenciándola de las alteraciones presentes en el ADN genómico (ADNg) (Roberts et al, 1991). Sin embargo, la 
probabilidad de ocurrencia del splicing alternativo no dependería de la mutación sino del contexto celular particular 
de cada paciente, puesto que individuos con la misma mutación pueden presentar fenotipos distintos de acuerdo a 
si recomponen o no el marco de lectura (Gillard et al, 1989; Hodgson et al, 1989). 
En última medida, se debe tener en cuenta que esta teoría no comprende una asociación entre el genotipo del 
paciente y la CDLX. Dicha asociación se basa estrictamente en el cuadro clínico cardiológico del afectado, el cual se 
verá validado en el caso en que la alteración molecular identificada se encuentre entre las previamente reportadas 
y clasificadas por Cohen y Muntoni (2004) (Tabla 3).  
 
Análisis predictivo del efecto de las mutaciones missense 
La “Teoría del Corrimiento del Marco de Lectura” puede ser aplicada a gran variedad de mutaciones, tanto 
pequeñas y grandes deleciones/duplicaciones como mutaciones en sitios consenso de splicing. Sin embargo, caso 
contrario es el de las variantes de secuencia de tipo missense y sinónimas. El análisis de estas últimas depende en 
gran medida de su frecuencia en la población normal y afectada, como así también de la conservación funcional, 
estructural y evolutiva de los nucleótidos y aminoácidos implicados.  
Figura 7. Relación entre el tamaño y la localización de las mutaciones en marco que acontecen en el gen DMD con el fenotipo 
esperado del paciente. Dicha correlación fue generada en base a los fenotipos observados en los pacientes reportados en la 
Base de datos de Leiden. 
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Para llevar a cabo el estudio de las variantes missense y sinónimas se implementan distintos programas  
predictores del impacto funcional de las mismas (Hintzsche et al, 2016). Dado que cada programa tiene en 
consideración distintos parámetros e implementan su propio algoritmo, pueden obtenerse resultados contrapuestos 
entre ellos, por lo que se sugiere no basarse en un solo software para concluir el efecto de la variante (Hintzsche et 
al, 2016). Los predictores comúnmente implementados son: 
 Polyphen-2: Software disponible online generado por la Universidad de Hardvard. Predice el impacto 
potencial de las variantes de secuencia no sinónimas considerando la conservación evolutiva de la 
secuencia aminoacídica entre distintas especies y, características estructurales y físicas de la proteína. 
Realiza 2 cálculos probabilísticos distintos, HumDiv altamente informativo para alelos raros y efectos de 
la selección natural y, HumVar el cual es de preferencia para el estudio de mutaciones asociadas con 
enfermedades mendelianas (Adzhubei et al, 2013). Cataloga las variantes en benignas, probablemente 
deletéreas o de efecto desconocido. Puesto que utiliza datos de la proteína obtenidos de Uniprot, la 
certeza del resultado obtenido dependerá de la existencia de cristales para la proteína analizada o, al 
menos, de un confiable modelado (Flanagan et al, 2010).  
 SIFT: Programa online generado por J. Craig Venter Institute. Se basa estrictamente en la homología de 
secuencias. Analiza el efecto, únicamente, de variantes no sinónimas mediante el uso de PSI-BLAST para 
identificar secuencias ortólogas con las cuales comparar y establecer el grado de conservación del 
aminoácido implicado en la alteración molecular. Clasifica los cambios en tolerados o daniños (Flanagan 
et al, 2010). 
 Mutation taster: Herramienta bioinformática gratuita con capacidad de machine learning. Analiza los 
cambios tanto a nivel nucleotídico como a nivel proteico, por lo que es útil para Indels, variantes 
missense, sinónimas e intrónicas. Integra información proveniente de Ensembl, NCBI Entrez Gene, 
dbSNP, Hapmap, Swissprot y Uniprot (Schwarz et al, 2010). Para el análisis tiene en cuenta la 
conservación evolutiva, cambios en los sitios de splicing, pérdida de características propias de la 
proteína y posibles alteraciones en la cantidad de ARNm (Schwarz et al, 2010). Cataloga las variantes 
en polimorfismos y en causantes de patología. 
 Mutation Assessor: Software online para el estudio de variantes missense. Se basa en un alineamiento 
múltiple de secuencias particionado, el cual permite identificar posiciones conservadas evolutivamente 
que contribuyen con la especificidad funcional de la proteína (Reva et al, 2011). Clasifica las variantes 
en neutrales, bajo, moderado o alto impacto. Programa diseñado, principalmente, para ser aplicado en 
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variantes identificadas en cáncer.  
 CADD: Es una herramienta bioinformática que implementa machine learning, generada por la 
Universidad de Washigton. Permite el análisis tanto de variantes de 1 sólo nucleótido como Indels 
presentes en el genoma humano. Brinda un score contrastando las variantes de estudio con mutaciones 
que han sobrevivido a la selección natural y con mutaciones simuladas (Kircher et al, 2014).  
 UMD-Predictor: Servidor online que permite analizar toda sustitución nucleotídica (nonsense, missense 
o sinónima). Su objetivo es diferenciar las variantes neutrales de aquellas patogénicas, para lo cual 
implementa un algoritmo que incluye la ubicación del cambio en la proteína, conservación de secuencia, 
propiedades bioquímicas del residuo wild-type y mutado, y el impacto potencial que tendría sobre el 
ARNm (Fréderic et al, 2009). Divide las variantes de secuencia en polimorfismo, probable polimorfismo, 
probablemente patogénica y patogénica.   
 NETGENE2: Herramienta online que predice probables sitios de splicing en las especies Homo Sapiens, 
C. elegans y A. thaliana. En base a la secuencia brindada, se identifican en ambas cadenas posibles sitios 
dadores y aceptores del splicing, mientras que para A. thaliana también se predicen los branching points. 
 ESE Finder: Recurso online que realiza pesquisa de Enhancers Exónicos del Splicing (ESE por Exonic 
Splicing Enhancer) putativos en la secuencia de interés, para lo cual utiliza matrices basadas en motivos 
de unión de 4 clases proteínas Ricas en Serinas (SR - SF2/ASF, SC35, SRp40 y SRp55) que interactúan 
con los ESE. Estas matrices se basan en alineamientos de secuencias obtenidas por ensayos de interacción 
ADN-Proteínas SR (Cartegni et al, 2003). 
 
Modificadores genéticos 
Siempre ha llamado la atención, de quienes abarcan el estudio de las Distrofinopatías, la existencia de una gran 
heterogeneidad clínica entre pacientes con DMD, evidenciándose una amplia variabilidad en la edad de comienzo 
de los síntomas y la edad de pérdida de ambulación entre individuos con expresión nula de distrofina en músculo 
esquelético. Esto, sugiere la existencia de mutaciones secundarias en otros genes que estarían potenciando o 
disminuyendo los signos característicos de esta enfermedad, en otras palabras, la presencia de modificadores 
moleculares (Quattrocelli et al, 2016).  
Estudios recientes señalan como la causa de estas variaciones fenotípicas a los siguientes polimorfismos de 
nucleótido único (SNP): rs28357094 en SPP1, rs2303729, rs1131620, rs1051303, rs10880 en LTBP4, rs1883832 
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en CD40 y rs1815739 en ACTN3. No obstante, aún se requiere un análisis más profundo y en diversas cohortes 
para validar el valor pronóstico de dichas variantes de secuencia.  
SPP1 codifica la proteína osteopontina, una citoquina que regula la expresión de interferón gamma e interleukina 
12. Es su efecto pro-inflamatorio el que se cree empeora el fenotipo de distrofinopatía. La variante de secuencia a 
nivel del promotor de SPP1, rs28357094, ha sido reportada en el 10% de la población mundial y se asocia a una 
mayor debilidad muscular (Pegoraro et al, 2011).  
LTBP4 codifica una proteína que une TGFβ, factor que inhibe la diferenciación de las células satélites (células 
pluripotenciales del músculo esquelético) y aumenta la fibrosis. Se postula que el haplotipo formado por 4 SNPs 
IAAM (rs2303729, rs1131620, rs1051303, rs10880) reduce la señal del TGFβ, lo cual beneficiaría la capacidad 
de regeneración muscular de los pacientes (van den Bergen et al, 2015). Las frecuencias reportadas en la población 
mundial para estas variantes de secuencia son: 52%, 50%, 50% y 42% respectivamente.  
CD40 participa en la vía de NF-kB. La variante rs1883832, de frecuencia alélica mundial de 23%, altera la 
secuencia Kozak del mensajero conllevando a una disminución en la cantidad de esta proteína, por lo que podría 
estar afectando la regeneración y fibrosis del músculo afectado con DMD (Bello et al, 2016). 
Finalmente, ACTN3 se expresa en las fibras musculares rápidas, dando lugar a la isoforma α-actinina-3. Estas 
fibras son las de mayor fuerza y velocidad de contracción pero presentan baja eficiencia en el aprovechamiento del 
oxígeno. El polimorfismo rs1815739, reportado en el 40% de la población mundial, se asocia a una variante 
nonsense por lo que conlleva a la ausencia de α-actinina-3 en el músculo esquelético (North et al, 1999). La 
deficiencia de esta proteína resulta en la transformación de las fibras rápidas en lentas, aquellas con menor fuerza 
pero mayor resistencia a la fatiga muscular. Se hipotetiza que pacientes homocigotas para este SNP tendrán un 
pronóstico favorable, dado que las fibras lentas escapan a la degeneración observada en estas patologías (Hogarth 
et al, 2017).       
 
Distrofinopatía: correlación con el retardo madurativo y la epilepsia  
Se ha reportado un aumento en la prevalencia del retardo madurativo en la población afectada con 
Distrofinopatía, la cual alcanza un valor cercano al 21% mientras que la frecuencia estimada para la población 
normal o no afectada es del 3% (Cohen et al, 1968). En particular, se ha establecido que aproximadamente un tercio 
de los pacientes afectados con Distrofinopatía sufren de retardo madurativo no progresivo (Pereira et al, 2005). 
Dicho cuadro clínico no se correlaciona con el estadio ni con la severidad de la patología, dado que no han sido 
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detectadas diferencias en los coeficientes intelectuales (IQ) entre pacientes con DMD, DMI y DMB (Chamova et al, 
2013). En general, estos pacientes muestran una discapacidad preferencial en el IQ verbal e, incluso, una variedad 
de trastornos del lenguaje, memoria y atencionales (Leibowitz y Dubowitz, 1981; Fitzpatrick et al, 1986).  
Por otro lado, se ha descripto que los pacientes con Distrofinopatìa son pasibles de comorbilidades tales como 
autismo y epilepsia. Wu y colaboradores han analizado una población de 158 individuos afectados con DMD de los 
cuales 6 (3,8%) padecieron desórdenes del espectro autista (Wu et al, 2005). No obstante, otros reportes han 
señalado frecuencias aún mayores de niños con DMD y autismo, alcanzando valores máximos cercanos al 18% 
(Colombo et al, 2017). Además, en cuanto a la epilepsia, se ha estimado que 1,99% de los pacientes con DMD y 
7,54% de los afectados con DMB pueden presentar epilepsia, con una prevalencia para las Distrofinopatías total de 
3,14% (Goodwin et al, 1997).  
Se cree que el retardo madurativo en estos individuos es consecuencia de una sumatoria de diferentes factores 
como ser: 1. La deficiencia o ausencia de las isoformas cerebrales de la distrofina; 2. La reducción del metabolismo 
de la glucosa en las regiones cerebrales deficientes en distrofina; 3. La disminución en los niveles de las proteínas 
asociadas a la distrofina; y, 4. Mutaciones en genes localizados en los extremos del gen DMD, los cuales pueden 
verse afectados por los grandes rearreglos que acaecen en dicho gen (Bhat et al, 2006; D’Angelo y Bresolin, 2006; 
Taylor et al, 2010).  
Hasta el momento, se han reportado que 5 de las isoformas de la distrofina se expresan en el sistema nervioso 
central. Entre las isoformas largas, se encuentran la Dp427b y la Dp427p, las cuales juegan un papel estructural y 
regulan el agrupamiento de los receptores GABAA en las membranas postsinápticas, regulando de forma inhibitoria 
la neurona en la que se localizan (Brünig et al., 2002). En cambio, entre las isoformas cortas se destacan la Dp140 
(expresión durante el desarrollo fetal), la Dp116 (localizada en los nervios periféricos) y la Dp71. Esta última, es el 
producto del gen DMD más abundante en el cerebro adulto, donde cumple con la función de anclaje y la regulación 
de los canales de agua AQP-4 y los canales de potasio Kir4.1 de la glía (Connors et al, 2004; Perronnet y Vaillend, 
2010). Finalmente, el retardo madurativo se generaría como resultado de la pérdida acumulativa de todas estas 
isoformas, mientras que el cuadro sería más severo en pacientes cuya alteración molecular implicara los productos 
cortos del gen DMD (Taylor et al, 2010; Chamova et al, 2013). Además, dado que estas isoformas poseen o poseerían 
un efecto sobre la excitabilidad neuronal, se espera que las mutaciones en ellas contribuyan a la hiperexcitabilidad 
asociada a la epilepsia.       
 




Como se ha mencionado en la Introducción general, aproximadamente 200 tratamientos distintos se encuentran 
bajo desarrollo, validación o ensayos clínicos para las Distrofinopatías. La gran mayoría de estos tratamientos se 
basa en la manipulación o alteración de procesos moleculares como ser la maduración del ARNm o la traducción. 
Además, gran parte de estas terapias tienden a corregir la alteración molecular particular de cada paciente (terapias 
mutación dependientes o medicina personalizada), por lo que resulta de suma importancia que cada afectado tenga 
caracterizada su mutación de forma precisa, de modo de poder establecer el protocolo terapéutico que mejor se le 
adecúe.  
Por el momento sólo 2 protocolos cuentan con la aprobación condicional de la FDA o de la EMA. La FDA dio su 
consentimiento a la terapia denominada Exon Skipping del exón 51 [Eteplirsen, Sarepta] (Aartsma-Rus y Krieg, 
2017). Este protocolo de Exon Skipping del exón 51 busca manipular el splicing del ARNm inmaduro con el fin de 
eliminar específicamente el exón 51, de modo de recomponer el marco de lectura de la proteína (Kole y Krieg, 2015; 
Figura 8A). Se busca transformar una mutación de tipo DMD, que genera corrimiento en el marco de lectura, en 
una que no lo altere para que haya producto proteico, al menos parcialmente funcional, y así lograr que los síntomas 













La estrategia de Exon Skipping aplicaría a toda mutación en la cual, salteándose al menos un sólo exón localizado 
en los extremos de la alteración molecular, se recomponga el marco de lectura. El salteo del exón 51 fue el primero 
en desarrollarse dado que aplicaría a la mayor cantidad de pacientes con DMD, aproximadamente 13% 
A B 
Figura 8. Terapia de Exon Skipping para el gen DMD. (A). Se muestra el proceso de maduración del ARNm y de traducción 
para un individuo sano, un paciente afectado con DMD con deleción de los exones 49-50, la cual conlleva a la aparición de 
un codón stop prematuro (banderín rojo), y un paciente con la misma alteración molecular tratado con Eteplirsen o Exon 
Skipping del exón 51 (línea color verde). El tratamiento permitiría restituir la expresión de una distrofina más corta que la 
wild-type pero funcional. (B). Porcentaje de los pacientes afectados con DMD que se verían beneficiados con los tratamientos 













No corrige por 
exon skipping
(20%)
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(Helderman-van den Enden et al, 2010) (Figura 8B). No obstante, gracias a la aprobación de la FDA, actualmente, 
se están desarrollando otras terapias de Exon skipping con otros exones como target.  
Por otro lado, la EMA aprobó condicionalmente a la terapia de Ataluren o premature stop codon read-through 
[Ataluren, PTC] (Haas et al, 2015). Dicha terapia se basa en el mecanismo de stop codon read-through que tiene 
lugar naturalmente en las células, en el cual los codones de Stop son reconocidos por ARN de transferencia de 
complementariedad parcial en lugar de ser detectados por los factores de terminación de la traducción (Figura 9). 
Esto tiene lugar, normalmente, con una tasa de 0,01-1% para los codones Stop prematuros mientras que para los 
codones wild-type acaece con una frecuencia de 0,001-0,1% (Keeling et al, 2012). Este beneficioso proceso permite 
“eliminar” los codones stop prematuros, dado que conlleva a que en lugar de finalizarse tempranamente la 
traducción y reclutarse la maquinaria del Nonsense Mediated Decay, se genere proteína completa con sólo un 















La terapia con Ataluren favorece la entrada al ribosoma de los ARN de transferencia con complementariedad 
parcial a los codones Stop, impidiendo por corto plazo la unión de los factores de terminación al ribosoma (Figura 
Figura 9. Traducción de ARNm portador de un codón de Stop prematuro. En la parte izquierda de la imagen se puede 
observar un ARNm con un codón de terminación prematura de la traducción (codón marcado en rojo), mientras que el codón 
de terminación normal se localiza a 3´ (señalado en naranja). Si el codón Stop prematuro es reconocido por los factores de 
terminación de la traducción (eRF), se finalizará la traducción y se reclutará a la maquinaria del Nonsense Mediated Decay, la 
cual degradará el mensajero anómalo (vista superior derecha). En cambio, si el codón Stop es reconocido por un ARN de 
transferencia de complementariedad parcial se podrá proseguir con la traducción hasta obtener la proteína completa sólo con 
aminoácido cambiado (vista inferior derecha). 
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9). Sólo aplica a pacientes cuyos Stop prematuros fueran generados por mutaciones puntuales de tipo nonsense, los 
cuales corresponden al 10% de los pacientes con Distrofinopatía (Bushby et al, 2014). Afortunadamente, desde hace 
2 años ya se ha comenzado a implementar el Ataluren en nuestro país. 
Además de las 2 terapias aprobadas, el protocolo más avanzado en los ensayos clínicos es la Sobreexpresión de 
la Utrofina [Utrophin upregulation, Summit] (Guiraud et al, 2015b). La idea central de esta terapia consiste en 
reemplazar la distrofina con la proteína Utrofina, la cual es homóloga y cumple la misma función en el sarcolema 
que la distrofina (Figura 10). La Utrofina se expresa de forma ubicua en la mayor parte de los tejidos mientras que 
en el músculo esquelético muestra un patrón de expresión dependiente de la maduración del tejido: en el músculo 
fetal se encuentra localizada en el sarcolema, pero a medida que el desarrollo avanza se ve gradualmente 
reemplazada por la distrofina y en el músculo maduro se localiza en las células satélites (Takemitsu et al, 1991). 
Dado que las células satélites son las encargadas de regenerar el tejido muscular dañado, la Utrofina participa del 
proceso de recuperación de forma natural. Además, esta terapia tiene como ventaja que sería independiente de la 
alteración molecular del paciente, pudiendo ser aplicada a la totalidad de los individuos afectados con 
Distrofinopatía. 
Finalmente, otras terapias que se encuentran en desarrollo son el reemplazo génico, mediante la inserción por 
adenovirus de constructos minidistrofinas o microdistrofinas que permitan generar producto funcional en el 
músculo esquelético (Figura 10), y la edición génica mediante la nueva metodología CRISPR-Cas9 (Wang et al, 
2000; Mendell y Rodino-Klapac, 2016). La primera tendría como ventaja la independencia de la mutación causante 
de la patología, sin embargo, mantiene los riesgos provenientes del transporte por vectores asociados a adenovirus. 
En cambio, el último permitiría diseñar la maquinaría necesaria para cada alteración molecular en particular, pero 






Figura 10. Comparación entre la estructura 
de la (A). Distrofina; (B). Microdistrofina, 
constructo de 3,6 Kb conteniendo las 
secuencias para los dominios de unión a 
actina y rico en cisteínas enteros, mientras 
que sólo fragmentos de los dominios rod y 
C-terminal; (C). Minidistrofina, de 6,2 Kb 
de longitud, donde la diferencia con la 
microdistrofina radica en el tamaño del 
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ii. Materiales y Métodos 
Pacientes 
Una cohorte de 200 pacientes provenientes de 193 familias no emparentadas fue referida al “Laboratorio de 
Distrofinopatías”, desde distintos centros de salud de nuestro país, con el objetivo de confirmar el diagnóstico clínico 
presuntivo de Distrofinopatía. Los individuos fueron derivados durante el período agosto 2011- noviembre 2017. 
El diagnóstico de DMD/DMB cumplió con el siguiente cuadro clínico: debilidad muscular progresiva, 
pseudohipertrofia gemelar, marcha en puntas de pie, caídas frecuentes, dificultad para subir y bajar escaleras, signo 
de Gowers positivo, niveles elevados de las enzimas CPK y LDH, alteraciones miopáticas en el electromiograma y 
hallazgos histológicos típicos en el músculo con escases o ausencia de la proteína distrofina. 34 pacientes 
presentaron, además, retardo madurativo, mientras que 4 presentaron también epilepsia. Las características clínicas 
particulares de cada paciente se encuentran recopiladas en la Tabla 4. 
Por otro lado, el diagnóstico de CDLX cumplió con las siguientes características: dilatación del diámetro 
ventricular, reducción de la función contráctil del miocardio, niveles elevados de CPK, ausencia de miopatía 
esquelética y patrón de herencia ligado al cromosoma X. Se hallaron rasgos de compromiso cardiológico en 3 de los 
pacientes analizados. 
Se trabajó en conjunto con la División de Genética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”, donde los 
pacientes fueron informados acerca de los estudios moleculares a realizarse y se tomó nota de los antecedentes 
clínicos y bioquímicos de los pacientes.  
El protocolo de trabajo se desarrolló respetando la declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial y la 
Declaración Internacional sobre datos genéticos de la UNESCO, como así también sus actualizaciones respectivas. 
El Plan fue aprobado por el comité de ética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”. Los pacientes o sus tutores 
legales firmaron el consentimiento informado.  
 
Muestras 
Se obtuvo sangre periférica anticoagulada con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 5% de los pacientes. Se 
obtuvo ADNg de leucocitos mediante el método de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Murray y 
Thompson 1980). La cuantificación del ADNg se llevó a cabo implementando el espectrofotómetro DeNovix ds-11 
[DeNovix Inc., Wilmington, Delaware, USA] y la calidad del mismo se determinó por los cocientes 
A260nm/A280nm y A260nm/A230nm. Las muestras fueron mantenidas a -20°C. 
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Tabla 4. Pacientes con Distrofinopatía incorporados al estudio 
N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#323 FLENI Esp.  23 años 3 años En silla de ruedas desde los 13 años 1.360 UI/L --- --- Compatible con DMB 
#382 Hosp. Gutierrez Esp. 24 años 6 años Actualmente en grave estado. 10.108 UI/L 2.258 UI/L --- Compatible con DMD  
#405 Particular, Pcia. de Neuquén Esp. --- --- --- --- --- --- Compatible con DMD 
#461 Hosp. Gutierrez Fam. 16 años 2 años Retraso en la deambulación. 15.188 U/L --- --- --- 
#506 Fund. Favaloro Esp. 21 años 7 años --- --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#25/10 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 12 años 3 años 
Retardo madurativo, gowers +, 
pseudohipertrofia gemelar 
17.140 UI/L 4.060 UI/L --- --- 
#28/10 Fund. Favaloro Esp. 33 años 14 años 
Camina normalmente, problemas 
para correr. pseudohipertrofia de 
gemelos. 
1.076 UI/L 356 UI/L Compromiso miopático --- 
#13/11 Hosp. de Día Fam. 15 años 2 años 
Gowers +, caídas frecuentes y 
retardo madurativo. 
14.604 UI/L 2.668 UI/L --- Compatible con DMD 
#22/11 Particular, Bs. As. Fam. 
Fallecido 
en 2011 
--- --- --- --- --- --- 
#26/11 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 16 años --- --- 8.967 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#29/11 Hosp. Gutierrez Esp. 10 años 4 años 
Caídas frecuentes, gowers +, 
dificultad para subir y bajar 
escaleras y debilidad progresiva. 
18.852 UI/L 1.074 UI/L --- --- 
#33/11 LACyGH, Misiones Fam. 11 años 5 años --- --- --- --- --- 
#38 Hosp. Gutierrez Esp. 10 años 5 años --- 16.361 UI/L --- --- --- 
#39 Hosp. Gutierrez Esp. 15 años 5 años --- 9.008 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#44 Hosp. Gutierrez Fam. 11 años 6 años 
Gowers +, arreflexia y debilidad 
generalizada. 
37.620 UI/L 1.648 UI/L --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#49 Hosp. Gutierrez Esp. 16 años --- --- 12.100 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#50 Hosp. Elizalde Fam. 9 años 4 años --- 18.476 UI/L --- --- --- 






difuso tipo distrófico. 
--- 
#53 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 26 años 15 años 
Intolerancia al ejercicio. Desde los 
16 años en silla de ruedas por caída. 
Atrofia muscular. 
10.955 UI/L 2.171 UI/L --- Distrofina preservada. 
#54 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 11 años 5 años 
Dificultad para subir escaleras, 
debilidad generalizada, arreflexia, 
gowers +. 
37.620 UI/L 1.648 UI/L --- --- 
#58 
Hosp. de Niños Sor María 
Ludovica 
Esp. 18 años --- 
Trastorno en la marcha, 
pseudohipertrofia gemelar y retardo 
madurativo. 
11.100 UI/L --- --- --- 
#61 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 11 años 5 años 
Hipotonía, gowers +, se cansa al 
caminar. 
300 UI/L --- --- --- 
#63 
Hosp. Pediátrico Avelino 
Castelán, Chaco  
Fam. 
13 años 6 años 
Incapacidad ventilatoria obstructiva 
leve. Trastorno de aprendizaje. 
pseudohipertrofia de gemelos, 
torpeza motora, gowers + 
28.644 UI/L --- --- --- 
#64 16 años 7 años 
Pseudohipertrofia gemelar, 
trastornos en la marcha y arreflexia. 
28.000 UI/L --- --- --- 
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Tabla 4. Pacientes con Distrofinopatía incorporados al estudio (Cont.) 
N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#66 Fund. Favaloro Esp. 6 años 1 años 
Gowers + y camina en puntas de 
pie. 
12.000 UI/L --- --- --- 
#67 Fund. Favaloro Fam. 34 años 8 años En silla de ruedas desde el 2012. --- --- --- Compatible con DMD 
#68 Fund. Favaloro Fam. 21 años --- --- --- --- --- Compatible con DMD 
#69 Fund. Favaloro Fam. 7 años 3 años Gowers +. 9.000 UI/L --- --- --- 
#70 Fund. Favaloro Fam. 11 años 2 años --- 8.376 UI/L 1.786 UI/L --- Compatible con DMB 
#76 Fund. Favaloro Esp. 11 años 6 años 
Estimulación temprana. Marcha a 
los 22 meses de vida. 
22.000 UI/L 2.135 UI/L --- --- 
#78 
Lab. de Biología y Patología 
Molecular 
Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#88 Hosp. J.B. Iturraspe Esp. 13 años --- Debilidad muscular progresiva Elevada --- --- --- 
#89 Hosp. Gutierrez Esp. 8 años 4 años 
Gowers + y pseudohipertrofia 
gemelar.  
20.000 UI/L --- --- --- 
#90 Fund. Favaloro Esp. 7 años 3 años Dificultad para correr. 9.800 UI/L --- --- --- 
#94 Hosp. Gutierrez Fam. 11 años --- 
Pseudohipertrofia gemelar y 
cansancio al caminar. 
--- --- --- --- 
#95 Instituto Privado Fam. 6 años 2 años --- 3.214 UI/L --- --- --- 
#97 
Hospital de la Misericordia, 
Córdoba 
Fam. 6 años 2 años --- --- --- --- 
Tío con biopsia compatible 
con DMD 







#104 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 7 años 4 años 
Dificultad para correr e hipotonía 
muscular. 
11.709 UI/L --- --- --- 
#105 Fund. Favaloro Esp. 15 años 5 años 
Pseudohipertrofia gemelar, 
hipotonía generalizada y retardo 
madurativo. 
Elevada --- Alterado 
Compatible con DMD y 
disminución secundaria de 
sarcoglicanos. 
#125 Fund. Favaloro Esp. 30 años 6 años --- --- --- --- Compatible con DMD 
#127 Fund. Favaloro Fam. 46 años --- 
En silla de ruedas desde los 13 años 
y traqueotomía desde los 23 años. 
--- --- Patrón miopático --- 
#133 Hosp. Ilar, Santa Fe Esp. 10 años 2 años 
Pseudohipertrofia gemelar, caídas 
frecuentes y retardo madurativo. 
10.427 UI/L --- 
Compatible con lesión 
miogénica. 
--- 
#137 Fund. Favaloro Esp.** 10 años 6 años Retardo madurativo. --- --- --- --- 
#140 
Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 
13 años 6 años Gowers + y dificultad para caminar. 10.031 UI/L --- --- --- 
#141 9 años 5 años 
Pie plano, marcha de pato, gowers + 
y pseudohipertrofia gemelar. 
21.941 UI/L --- --- --- 
#144 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 24 años --- En silla de ruedas desde los 9 años. --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#145 Fundagen Esp. 7 años 3 años Concebido por fecundación asistida. 12.541 UI/L --- --- --- 
#148 Fund. Favaloro Esp. 10 años 6 años 
Pseudohipertrofia gemelar, camina 
de puntas de pie, gowers +, 
calambres. 
10.000 UI/L --- --- --- 
#151 Particular, Bs. As. Esp. 6 años 2 años Gowers +.  8.481 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#153 Fund. Favaloro Fam. 20 años --- Retardo madurativo leve. --- --- --- --- 
#154 Fund. Favaloro Fam. 14 años --- --- --- --- --- --- 
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N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 




12 años --- 
Problemas en la marcha y debilidad 
muscular. 
29.000 UI/L --- --- --- 
#166 9 años --- 
Camina en puntas de pie y 
dificultad para subir escaleras. 
30.000 UI/L --- --- --- 
#169 Particular, Bs. As. Desconocido 18 años 5 años 
Dificultad para correr y gowers +. 
En silla de ruedas hasta los 13 años. 
--- --- --- --- 
#181 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 30 años --- Hipertrofia gemelar y cansancio. 3.000 UI/L --- --- 
Cambios miopáticos 
crónicos. 
#182 Hosp. Argerich Fam. 10 años 3 años 









#183 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 25 años --- En silla de ruedas desde los 17 años. 9139 U/L --- --- Compatible con DMD 
#184 Particular, Bs. As. Esp. --- --- --- --- --- --- --- 
#185 Fund. Favaloro Fam. --- --- --- --- --- --- --- 
#186 Fund. Favaloro Esp. --- --- --- --- --- --- --- 
#187 Fund. Favaloro Esp. 24 años --- 
Retardo madurativo, insuficiencia 
respiratoria y en silla de ruedas. 
1.695 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#194 Hosp. de Tigre Fam. 4 años 1 años Retardo madurativo. 5.122 UI/L --- --- --- 
#195 Instituto Privado Esp. 9 años 6 años 
Debilidad muscular distal y 
proximal en MMII. Trastorno en la 
marcha 
Elevada --- --- --- 
#196 Centro Médico del Sol, Sta. Fe Esp. 7 años 3 años --- 20.780 UI/L 2.260 UI/L --- --- 
#198 Fund. Favaloro Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#211 Fund. Favaloro Esp. 21 años 7 años --- --- --- --- --- 
#213 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 22 años --- 
Hipertrofia generalizada, no 
hipertrofia gemelar. Hermanos en 
silla de ruedas desde los 19 y 27 
años. 
2.325 UI/L --- --- --- 
#214 Hosp. Elizalde Esp. 8 años 5 años Retardo madurativo. 36.575 UI/L 4.161 UI/L --- --- 
#215 Fund. Favaloro Esp. 42 años 29 años 
Cardiomiopatía, en lista de espera 
para trasplante. Solamente alterados 
los miembros inferiores. 
Elevada --- --- --- 
#221 Hosp. Rivadavia Esp. 12 años 9 años --- 3.200 UI/L 1.200 UI/L --- --- 
#222 Instituto Privado Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#223 Instituto Privado Desconocido 7 años 4 años Miopatía --- --- --- --- 
#224 Instituto Privado Esp. 5 años 8 meses 
RMN de músculos proximales con 
leve atrofia con aumento del ácido 
láctico. Estimulación temprano por 
retardo madurativo. 
16.000 UI/L 1.000 UI/L --- --- 
#225 Instituto Privado Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#226 Instituto Privado Desconocido 21 años --- --- --- --- --- --- 
#227 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam.  8 años --- --- 6.680 UI/L --- --- --- 
#240 Instituto Privado Fam. 32 años 12 años 
Debilidad muscular proximal en 
MMII y MMSS. Pseudohipertrofia 
gemelar.  
3.275 UI/L 453 UI/L 
Compatible con afección 
muscular primaria  
crónica. 
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Tabla 4. Pacientes con Distrofinopatía incorporados al estudio (Cont.) 
N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#241 Instituto Privado Fam. 29 años 22 años 
Debilidad muscular en MMII. 
Pseudohipertrofia gemelar. 
Dificultad para subir escaleras y 
caídas frecuentes. Cardiomiopatía 
de inicio tardío. 
2.409 UI/L --- Componente miogénico.  --- 
#242 Fund. Favaloro Fam. 47 años 22 años 
Debilidad muscular progresiva, en 
silla de ruedas desde el 2009. 
Ecocardiograma con leve deterioro 
de la contractibilidad. 
950 UI/L --- 
Compatible con Distrofia 
Muscular 
--- 
#243 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 5 años 2 años 
Tío materno afectado fallecido a los 
17 años. 
4.146 UI/L --- --- --- 
#250 Hosp. de Niños Dr. Alassia Esp. 8 años 5 años Trastornos en la marcha. 15.972 UI/L --- --- --- 
#253 Hosp. Elizalde Esp. 8 años 3 años 
Caídas, gowers + y dificultad para 
mantenerse en pie. 
2.051 UI/L --- --- --- 
#258 Hosp. Elizalde Fam. 11 años 8 años En silla de ruedas desde los 10 años. 10.676 UI/L --- --- --- 
#259 Instituto Privado Esp. 12 años --- 
Sin deambulación por compromiso 
miogénico (hipertrofia gemelar). 
--- --- --- --- 
#261 Hosp. Elizalde Esp. 8 años 3 años Caídas frecuentes. 7.400 UI/L --- --- --- 
#266 Instituto Privado Fam. 16 años --- 
Trastornos en el aprendizaje y 
debilidad en MMII y MMSS. En silla 
de ruedas. 
5.113 UI/L --- --- --- 
#269 Fund. Favaloro Esp. 16 años 6 años --- --- --- --- Compatible con DMD 
#270 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 6 años 4 años 
Caídas frecuentes, gowers +, 
pseudohipertrofia gemelar y 
debilidad progresiva. 
12.000 UI/L --- --- --- 
#273 Fund. Favaloro Esp. 29 años 5 años Escoliosis severa. --- --- --- Compatible con DMD 
#274 Instituto Privado Esp. 13 años 6 años 
Trastornos en la marcha y gowers 
+. 
Elevada Elevada --- --- 
#275 Instituto Privado Esp. 8 años 6 años 
Pautas madurativas retrasadas, 
hipertrofia de gemelos y marcha 
alterada. 
38.000 UI/L --- --- --- 
#276 
Hosp. Rivadavia Fam. 
7años --- Sospecha de DMB --- --- --- Compatible con DMD 
#277 14 años --- Sospecha de DMB --- --- --- Compatible con DMD 
#280 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 3 años 10 meses Hipotonía y retardo madurativo. 7.805 UI/L --- --- --- 
#285 Hosp. de Niños Dr. Alassia Esp. 11 años --- Transaminasas elevadas. --- --- --- Compatible con DMD 
#287 Hosp. de Clínicas J de San Martín Desconocido 14 años 4 años Caídas frecuentes. 8.760 UI/L --- --- --- 
#288 Hosp. Gutierrez Esp. 10 años 4 años 
Cansancio al caminar distancias 
cortas. 
14.150 UI/L --- --- 
Compatible con DMD y con 
descenso secundario de 
sarcoglicanos 
#289 Hosp. Gutierrez Esp. 8 años 2 años Pseudohipertrofia de pantorrillas. 33.778 UI/L --- --- --- 
#291 Asociación Distrofias Musculares Esp. 15 años 7 años --- 10.392 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#292 Asociación Distrofias Musculares Fam. --- --- --- --- --- --- --- 
#293 Hosp. Posadas Fam. 8 años 6 años 
Pseudohipertrofia de pantorrillas, 




5.282 UI/L --- --- 
#294 Fund. Favaloro Esp. 25 años 6 años 
Caídas frecuentes y marcha en 
puntas de pie. 
Elevada --- --- Compatible con DMD 
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Tabla 4. Pacientes con Distrofinopatía incorporados al estudio (Cont.) 
N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#302 Hosp. Gutierrez Esp. 7 años 5 años 
Caídas frecuentes, trastornos en la 
marcha y retardo madurativo. 
1.599 UI/L --- --- --- 
#303 Fund. Favaloro Fam. 11 años --- --- Elevada --- --- --- 
#305 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 16 años 5 años 
Dificultad para subir y bajar 
escaleras, cansancio y  
pseudohipertrofia gemelar. 
797 UI/L 2.086 UI/L --- --- 
#306 Instituto Privado Fam. 12 años 3 años 
Gowers +, problemas en la marcha 
y retardo madurativo. 
188 UI/L --- --- --- 
#307 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp.** 6 años 4 años 
Baja talla, hipotonía y caídas 
frecuentes.  
35.009 UI/L --- --- --- 
#316 Fund. Favaloro Fam. 7 años 6 años --- 11.070 UI/L --- --- --- 
#317 Hosp. Gutierrez Fam. 14 años 2 años --- --- --- --- --- 
#319 Fund. Favaloro Esp. 4 años 2 años 
Retardo madurativo y transaminasas 
altas. 
3.400 UI/L --- --- --- 
#322 Hosp. de Niños de la Matanza Esp. 6 años 5 años 
Gowers +, no corre, marcha en 
puntas de pie, debilidad muscular y 
dificultad para subir escaleras. 
11.475 UI/L --- --- --- 
#324 Hosp. Gutierrez Fam. 5 años --- 
Mucopolisacaridosis II, Enfermedad 
de Hunter y retardo madurativo. 
Elevada --- --- --- 
#326 Hosp. Elizalde Esp. 10 años 4 años Trastorno en la marcha. 36.567 UI/L --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#327 Fund. Favaloro Esp. 17 años 6 años --- --- --- --- --- 
#328 Fund. Favaloro Esp. 13 años --- En silla de ruedas desde los 11 años. 6.704 UI/L --- --- --- 
#337 CENAGEM Esp. 28 años 5 años Aún deambula, debilidad muscular. 3.000 UI/L --- Normal 
Niveles de distrofina 
disminuidos. 
#338 Fund. Favaloro Fam. 15 años 9 meses 
Dejó de caminar a los 12 años. 
Hipoacúsico. 
2.662 UI/L  
Signos de compromiso 
miopático, con actividad 
denervatoria. 
Compatible con DMD 
#352 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 2 años 2 años --- Elevada --- --- --- 
#356 Hosp. Dr. Orlando Alassia, Sta. Fe Esp. 4 años 3 años Marcha y sedestación tardías. 21.000 UI/L --- --- --- 
#360 Hosp. Posadas Esp. 12 años --- Retardo madurativo 8.960 UI/L --- --- --- 
#362 Particular, Pcia. de La Rioja Fam. 5 años 2 años --- 38.525 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#365 
Instituto Privado Fam. 
6 años --- --- --- --- --- --- 
#366 6 años --- --- --- --- --- --- 
#367 Hosp. Provincial de Neuquén Fam. --- --- --- Elevada --- --- --- 
#368 Asociación Distrofias Musculares Esp. 11 años 4 años --- --- --- --- Compatible con DMB 
#369 
Hosp. de Niños de la Santísima 
Trinidad, Córdoba 
Esp. 10 años 2 años 
Caídas frecuentes y retardo 
madurativo. 
1.371 UI/L 771 UI/L --- Compatible con DMD 
#370 Particular, Bs. As. Esp. 21 Años --- Actualmente en silla de rueda. Elevada --- --- Compatible con DMD 
#372 FLENI Esp. 4 años 3 años Pseudohipertrofia de pantorrillas. 17.914 UI/L --- --- --- 
#373  Hosp. del niño Jesús, Tucumán Desconocido 8 años --- --- --- --- --- --- 
#374 
Hosp. de Niños de la Santísima 
Trinidad, Córdoba 
Esp. 11 años 6 años 
Debilidad muscular, 
pseudohipertrofia gemelar y déficit 
cognitivo. 
--- --- --- Compatible con DMD 
#378 Fund. Favaloro Esp. 15 años 6 meses 
A los 6 meses hipotonía de 
miembros inferiores. Actualmente 
en silla de ruedas. 
--- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
Capítulo 1: Análisis molecular de pacientes con Distrofinopatía                                                                                                                                                                   Materiales y Métodos 
38 
  
Tabla 4. Pacientes con Distrofinopatía incorporados al estudio (Cont.) 
N° de 
muestra 







Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#381 FLENI Esp. 7 años 6 años Cuadro de Rabdomiolisis aguda. 
500.000 
UI/L - 4.400 
UI/L 
15.600 UI/L 
- 671 UI/L 
--- 
Niveles normales de 
distrofina y disminución de 
los sarcoglicanos. 
#383 Centro Médico del Sol, Sta. Fe Esp. 8 años 7 años 
Camina en puntas de pie, caídas 
frecuentes y sin fuerza para correr o 
andar en bicicleta. 
4.110 UI/L --- --- --- 
#384 Particular, Bs. As. Fam. 17 años --- Dilatación ventricular. Elevada --- Compromiso Miogénico. --- 
#386 FLENI Esp. 12 años 9 años 
Dolor de piernas con aumento de la 
actividad física. 
500 UI/L --- --- --- 
#388 Instituto Privado Esp. 15 años --- --- --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#389 Particular, Bs. As. Esp. 6 años 5 años 
Torpeza motriz, caídas frecuentes y 
cansancio al correr. 
Elevada Elevada --- --- 
#391 Hosp. Gutiérrez Esp. 2 años --- --- Normal --- --- --- 
#392 Asociación Distrofias Musculares Esp. 12 años 5 años --- --- --- --- Compatible con DMD 
#393 Asociación Distrofias Musculares Fam. 9 años 2.5 años --- 20.003 UI/L --- --- --- 
#394 Asociación Distrofias Musculares Esp. 9 años 5 años --- --- --- --- Compatible con DMD 
#395 Asociación Distrofias Musculares Desconocido --- --- --- --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#396 Asociación Distrofias Musculares Desconocido 7 años 4 años --- --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#397 Asociación Distrofias Musculares Esp. 5 años 3 años 
Debilidad muscular proximal, 
pseudohipertrofia gemelar, 
convulsiones y epilepsia. 
23.000 UI/L --- --- Compatible con DMD 
#398 Fund. Favaloro Esp. 18 años 14 años --- 26.000 UI/L --- --- Compatible con DMB 
#400 Hosp. Gutiérrez Esp. 4 años 3 años 
Camina en puntas de pie. Internado 
por infección viral en la médula 
espinal. 
Elevada --- --- --- 
#402 Instituto Privado Esp. 52 años --- --- --- --- --- --- 
#406 
Particular, Bs. As. Fam. 
12 años --- Aparentemente sin clínica de DMD. --- --- --- --- 
#407 7 años --- Aparentemente sin clínica de DMD. --- --- --- --- 
#408 4 años --- Aparentemente sin clínica de DMD. --- --- --- --- 
#409 3 años 3 años Caídas frecuentes. --- --- --- --- 
#416 Instituto Privado Fam. 7 años --- --- --- --- --- --- 
#418 Hosp. Posadas Esp. 14 años --- En silla de ruedas. 15.000 UI/L --- --- --- 
#419 Hosp. Humberto Notti, Mendoza Esp. 7 años 2 años 
Debilidad muscular, 
pseudohipertrofia de pantorrillas, 
gowers + y retardo madurativo. 
10.424 UI/L --- --- --- 
#420 Hosp. Humberto Notti, Mendoza Esp. 15 años 6 años 
Retardo madurativo. Mialgias desde 
los 7 años.  Gowers + y dificultad 
motora en MMII desde los 9 años. 
12.330 UI/L 1.680 UI/L --- Compatible  con DMD 
#421  Hosp. Posadas Fam. 6 años 4 años 
Gowers +, pseudohipertrofia 
gemela e internaciones varias por 
cuadros respiratorios. 
37.190 UI/L 2958 UI/L --- --- 
#422 FLENI Esp. 8 años 1 año 
Retardo madurativo y epilepsia. 
Cariotipo Normal. 
--- --- --- 
Compatible con Distrofia 
Muscular 
#424 Particular, Pcia. de Tucumán Desconocido --- --- Sospecha de DMD. --- --- --- --- 
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Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#425 Instituto Privado Esp. 8 años --- 
Impotencia funcional de miembros 
inferiores y retardo madurativo. 
6.960 UI/L 1.472 UI/L --- --- 
#426 Hosp. Posadas Fam. 9 años --- Epilepsia y retardo madurativo leve. 12.618 UI/L 4.683 UI/L --- --- 
#428 Hosp. Gutierrez Esp. 10 años 2 años --- 8.197 UI/L --- --- --- 
#429 Particular, Bs. As. Fam. 2 años 20 meses Retardo madurativo e hipotonía 3100 UI/L --- --- --- 
#430 FLENI Esp. 17 años --- 
Cansancio al hacer ejercicio físico. 
Edemas en miembros inferiores y 
superiores por RMN. 
4.138 UI/L -
900 UI/L 
--- --- --- 
#435 Asociación Distrofias Musculares Fam. 18 años 2 años Autismo. --- --- --- --- 
#436 Asociación Distrofias Musculares Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#437  Asociación Distrofias Musculares Fam. 6 años 11 meses --- --- --- --- --- 
#438 Particular, Bs. As. Fam. 8 años 2 años Retardo madurativo leve.  Elevada --- --- --- 
#439 Particular, Pcia. de Córdoba Fam. 9 años --- --- 22.140 UI/L --- --- --- 
#440 Particular, Pcia. de Tucumán Fam. 12 años --- Sospecha de DMD. --- --- --- --- 
#441 Instituto Privado Desconocido 8 años --- Sospecha de DMD. --- --- --- --- 
#442 Instituto Privado Fam. 29 años --- Sospecha de DMB. --- --- --- --- 
#443 Instituto Privado Esp. 9 años --- --- --- --- --- --- 
#444 Particular, Bs. As. Esp. 9 años 3 años 
Diabetes, neumonía necrotizante a 
los 3 años, RMN sin lesiones y 
gowers negativo. 
6.000 UI/L - 
500 UI/L 
--- Normal --- 
#447 Particular, Pcia. de La Rioja Fam. 17 años 4 años En silla de ruedas desde los 14 años. 5.000 UI/L --- --- --- 
#449 FLENI Esp.** 2 años 2 años 
Aún sin signos clínicos. Nacido por 
fertilización in vitro.  
Elevada --- --- --- 
#450 Instituto Privado Esp. 5 años 2 años 
Marcha a los 24 meses, hipotonía, 
gowers +, caídas frecuentes y  
retardo madurativo con 
compromiso del lenguaje. 
Elevada --- --- --- 
#451 Fund. Favaloro Esp. 18 años --- 
Dificultad para caminar, retardo 
madurativo y epilepsia 
Elevada --- --- --- 
#453 FLENI Esp. 17 años 10 años 
Comienza con problemas motrices. 
RMN: Atrofia muscular del 
cuádriceps. Sospecha de DMB. 





#459 Fund. Favaloro Esp. 7 años 3 años --- Elevada --- --- --- 
#460 Asociación Distrofias Musculares Esp. 25 años --- Actualmente en silla de ruedas. --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#461 Fund. Favaloro Desconocido --- --- --- --- --- --- --- 
#462 Fund. Favaloro Esp. 8 años 2 años ---  --- --- --- 
#463  Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 7 años 6 años 
Peculiaridades en la marcha y 
disminución de la fuerza muscular. 
11.445 UI/L --- --- --- 
#465 Asociación Distrofias Musculares Fam. 2 años 2 años Caídas frecuentes. --- --- --- --- 
#469 Instituto Privado Fam.  5 años 5 años --- 34.562 UI/L 4.354 UI/L --- --- 
#470 Particular, Bs. As. Esp. 6 años 3 años 
Camina en puntas de pie, problemas 
de concentración en el jardín, 
aleteo.  
20.000 UI/L --- --- 
Compatible con distrofia 
muscular, Dys 1 levemente 
atenuada. 
#471 Hosp. del Niño Jesús, Tucumán Fam. 6 años 4 años Trastornos en la marcha y gowers +  15.278 UI/L 1.889 UI/L --- --- 
#472 Particular, Bs. As. Esp. 17 años 3 años Caídas frecuentes.  13.000 UI/L   Compatible con DMD 
#476 Particular, Bs. As. Esp. 12 años 3 años Marcha a los 18 meses. 18.000 UI/L --- --- --- 
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Signos clínicos CPK LDH EMG 
Biopsia Muscular e 
Inmunohistoquímica 
#477  Hosp. Dr. Orlando Alassia, Sta. Fe Fam. 18 años 5 años Convulsiones febriles. --- --- --- --- 
#481 Hosp. del Niño Jesús, Tucumán Esp. 4 años --- 
Caídas, gowers +, pseudohipertrofia 
de gemelos, retardo madurativo 
leve. 
12.958 UI/L --- --- --- 
#482 Instituto Privado Fam. 5 años 4 años 
Hipertrofia gemelar, lordosis 
marcada y aumento en la base de 
sustentación en la marcha. 
Hermano fallecido en neonatología 
con cardiopatía, CPK elevada e 
hipotonía. 
5.724 UI/L --- --- --- 
#489 Hosp. de Clínicas J de San Martín Esp. 55 años --- Sospecha de DMB --- --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#483 Particular, Pcia. de Córdoba Desconocido --- --- --- --- --- --- Compatible con DMD. 
#494 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. 17 años --- Actualmente en silla de ruedas.  --- --- Compromiso miopático --- 
#495 Hosp. Gutierrez Fam. 4 años 3 años Gowers + y trastornos en la marcha. --- --- --- --- 
#498 Particular, Bs. As. Fam. 24 años 10 meses 
Descubierto por controles por 
anemia. Actualmente en silla de 
ruedas. 
Elevada --- --- --- 
#501 Asociación Distrofias Musculares Esp. 31 años 5 años Actualmente en silla de ruedas. 669 UI/L --- --- 
Compatible con 
Distrofinopatía 
#502 Hosp.  Elizalde Esp. 6 años 6 años 
Caídas frecuentes, gowers + y 
arrastra los pies al caminar. 
9.511 UI/L 2.462UI/L --- --- 
#507 
Hosp. de Clínicas Nicolás 
Avellaneda, Tucumán 
Fam. 7 años --- Debilidad muscular y gowers +. 9.118 UI/L --- --- --- 
#508 
Hosp. de Clínicas Nicolás 
Avellaneda, Tucumán 
Esp. 8 años --- Debilidad muscular y gowers +. 16.505 UI/L --- --- --- 
#509 Hosp. Ludovica, La Plata Esp. 14 años --- --- 10.000 UI/L --- --- --- 
#687 Hosp. de Clínicas J de San Martín Fam. --- 15 años --- --- --- --- Compatible con DMD. 
Abreviaturas: Esp,, Caso esporádico; Fam., Caso Familiar. 
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Método de CTAB 
1. Se tomó un volumen de sangre periférica del paciente a purificar, generalmente se partió de 2ml de la misma. 
2. Se realizó un lavado con un volumen de Tris 10mM - EDTA 10 mM (T10E10) con el fin de enriquecer la 
muestra en glóbulos blancos y lisar los glóbulos rojos. Se agitó suavemente por 5´ y luego se centrifugó por 
otros 10´. Se descartó el sobrenadante. El proceso de lavado con T10E10 se repitió 2 veces más. 
3. El pellet de glóbulos blancos fue disgregado enérgicamente en solución de CTAB 2% (NaCl 1,4M, EDTA 
20mM, Tris 10mM, β-mercaptoetanol 0,2% y CTAB 2%), este paso tiene como objetivo romper las 
membranas de los leucocitos de modo de liberar el ADN de las células.  
4. La muestra fue incubada por 2 horas a 60°C, durante las cuales se agitó enérgicamente cada 30´ para 
promover la ruptura mecánica de los leucocitos. 
5. Se realizaron dos extracciones consecutivas con un volumen de IAC (cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 v/v, 
saturado en H2O) con el objetivo de purificar el ADN. Se mezcló por inversión suavemente por 5´ y se 
centrifugó por otros 10´. Se recuperó la fase acuosa o superior en cada extracción, la cual fue trasvasada a 
un nuevo tubo. 
6. El ADN presente en la fase acuosa resultante de la última extracción fue precipitado mediante 1 volumen de 
Isopropanol o 2 volúmenes de Etanol al 100%, ambas soluciones frías. 
7. Se pasó el ADN obtenido con un tip estéril a un tubo eppendorf donde se dejó secar en estufa a 37°C. 
8. Finalmente, se resuspendió el ADN en agua bidestilada estéril en una cantidad necesaria de acuerdo al 
precipitado obtenido.  
 
Pesquisa de mutaciones en el gen DMD 
El algoritmo molecular diagnóstico llevado a cabo en la presente tesis está basado en las recomendaciones 
internacionales publicadas en el trabajo de Abbs et al (2010). La búsqueda de alteraciones moleculares fue realizada 
implementando las siguientes técnicas: PCR Multiplex, MLPA, PCR simplex (PCRs), Secuenciación de Sanger y 
Secuenciación de Exoma Completo.  
 
Ensayo de PCR Multiplex 
Se diseñaron 5 PCRm con el fin de analizar 25 regiones localizadas en los hot spots de deleción del gen DMD. 
Las PCR fueron llevadas a cabo acorde a lo previamente descripto por Chamberlain y colaboradores (1990), Beggs 
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y colaboradores (1990) y, Abbs y colaboradores (1990), con modificaciones menores. Las regiones analizadas en 
cada multiplex fueron: Pentaplex 1: promotor muscular y exones 17, 42, 44, 45; Pentaplex 2: promotor cerebral y 
exones 3, 12, 32, 47; Pentaplex 3: exones 13, 16, 19, 34, 51; Pentaplex 4: exones 6, 8, 41, 48, 60; y Pentaplex 5: 
exones 4, 43, 49, 50, 52.  
La secuencia de los primers fue obtenida de la página Leiden Muscular Dystrophy [http://www.dmd.nl]. La 
reacción de PCR constó en la mezcla de 0.5-1 µg de ADNg, 50 pmoles de cada primer, 7mM MgCl2, 1,25 mM de 
cada deoxiribonucleótido trifosfato (dNTP) [Inbio Highway S.A., Tandil, Argentina], 0,5 unidades de Taq polimerasa 
[Inbio Highway S.A., Tandil, Argentina] y buffer de PCR (10 mM tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl) en un volumen final 
de 50 µl. Se agregó en cada reacción: un control positivo (ADN wild-type) y control negativo (sin ADN). Las 
reacciones de PCR se realizaron en el termociclador Veriti® [Applied Biosystems, Foster City, California, USA] 
implementando el siguiente ciclado: desnaturalización inicial 94°C por 3´, seguido de 35 ciclos desnaturalización 
(94°C por 45´´), annealing (55°C por 45´´) y extensión (72°C por 45´´), finalizando con una extensión final a 72°C 
durante 10´.  
Los productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% [Genbiotech 
SRL, Buenos Aires, Argentina] en buffer TBE 1X (89 mM Tris-base, 89mM ácido bórico y 2mM EDTA pH 8,0) y 
revelados mediante el intercalante del ADN Gel Green [Biotium Inc., Fremont, California, USA]. Los geles fueron 
observados con un transiluminador UV y fotografiados con un software específico.  
 
Ensayo de MLPA 
Para la detección de grandes deleciones y duplicaciones (al menos 1 exón), se implementó el kit comercial de 
MLPA [MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands (www.mlpa.com)], salsas PO34 y PO35 para el gen DMD. Esta 
técnica consiste en la hibridación de dos hemisondas para cada uno de los 79 exones del gen y regiones control en 
otros cromosomas, la ligación de las sondas hibridadas y posterior PCR. El ensayo se realizó de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante. Controles de deleción, duplicación y positivo (ADN wild-type) fueron incluidos en 
la reacción. Los productos fueron analizados en un secuenciador automático para fragmentos [Servicio de 
Macrogen; ABI 3730 XL, Applied Biosystems, Foster City, California, USA] con 500Liz como standard interno. El 
análisis de los datos se llevó a cabo usando los programas GeneMarker [Softgenetics, State College, Pennsylvania, 
USA] y Coffalyser [MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands].  
Cuando los resultados obtenidos en el MLPA sugirieron la existencia de deleción de 1 único exón, el hallazgo 
debió ser confirmado por otra metodología, como ser PCR Simplex del exón implicado. Sin embargo, para las 
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duplicaciones de 1 único exón, al no tener aún desarrollada en el laboratorio una metodología cuantitativa 
alternativa, la alteración molecular fue informada luego que dos ensayos independientes de MLPA presentaran el 
mismo resultado.  
 
Ensayo de PCR Simplex 
Esta técnica fue implementada con el objetivo de corroborar las deleciones de 1 único exón halladas por MLPA 
y para analizar aquellos exones que no fueran correctamente capturados mediante la técnica de exoma. Se 
implementaron primers específicos [Leiden Muscular Dystrophy webpages (www.dmd.nl)] para cada exón a 
analizar. La reacción de PCR se llevó a cabo en base a lo descripto por Prior et al (1995), con modificaciones 
menores. Pare ello se mezcló 120ng de ADNg, 1µM de cada primer, 0,2mM de cada uno de los dNTPs [Inbio 
Highway S.A., Tandil, Argentina], 2,5 mM de MgCl2, 0.25 unidades de Taq Polimerasa [Inbio Highway S.A., Tandil, 
Argentina] y buffer de PCR (10 mM tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl) en un volumen final de 25 µl. En cada reacción 
se incluyó un control de deleción (ADN que no debe amplificar), control positivo (ADN wild-type) y control negativo 
(sin ADN). Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador Veriti® [Applied Biosystems, Foster City, 
California, USA] implementando el siguiente ciclado: desnaturalización inicial a 94°C por 3´, seguido por 33 ciclos 
de desnaturalización (94°C por 30´´), annealing (58°C por 30´´) y extensión (72°C por 30´´), terminando con un 
periodo de extensión final a 72°C por 10´. Finalmente, los productos fueron analizados y evidenciados como fue 
previamente mencionado para el ensayo de PCRm.  
 
Secuenciación de Exoma Completo 
Para la identificación de mutaciones pequeñas o puntuales, se implementó la Secuenciación de Exoma Completo 
[Servicio de Macrogen]. Las librerías fueron creadas mediante el método de captura por hibridación utilizando los 
kits comerciales Agilent SureSelect V4 Target Enrichment Kit o Agilent SureSelect V5 Target Enrichment Kit [Agilent 
Technologies, Santa Clara, USA]. La secuenciación se llevó a cabo en un equipo Illumina HiSeq 4000 [Illumina, San 
Diego, USA]. 
El archivo resultante (FASTQ) fue alineado en base al Genoma Humano de Referencia GRCh37 del NCBI 
implementando la herramienta informática Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA-0.7.12). El análisis prosiguió 
con la aplicación de los programas Picard (picard-tools-1.130) y Genome Analysis Toolkit (GATK3.v4), para la 
identificación, anotación y filtrado de las variantes de secuencia. Finalmente, las variantes fueron anotadas, también, 
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en base al predictor del efecto sobre el ARNm/proteína SnpEff (SnpEff_v4.1), y las bases de datos dbSNP (version 
142), 1000Genomes Phase 3, ClinVar (version 05/2015) y ESP (ESP6500SI_V2). 
 Los resultados obtenidos con el método de captura Agilent SureSelect V4 presentaron una profundidad media 
en las regiones blanco de 80 y el 92% de las secuencias blanco presentaron al menos una profundidad de 20 lecturas.  
Mientras que los resultados de la captura Agilent SureSelect V5 mostraron una profundidad media de 118 y el 95% 
de las regiones blanco presentaron al menos una profundidad de 20 lecturas.  
Finalmente, los archivos .BAM (archivo de raw data alineado al genoma de referencia) fueron analizados 
implementando el software Integrative Genomics Viewer (IGV) [Broad Institute, University of California, USA] con 
el objetivo de estudiar la cobertura de cada exón del gen DMD y la calidad de las lecturas. Este análisis resulta 
primordial para no pasar por alto variantes de secuencia que son eliminadas durante el proceso de filtrado y 
anotación, e incluso reconocer exones que no fueron correctamente capturados por la técnica de exoma.   
 
Selección de variantes patogénicas identificadas por Secuenciación de Exoma Completo 
La variante candidata como patogénica localizada en el gen DMD fue seleccionada de acuerdo al siguiente 
criterio: 1) Se filtraron las variantes de secuencia en base a su frecuencia poblacional reportadas en los consorcios 
de secuenciación 1000 Genomas y Exome Aggregation Consortium (ExAC), siendo descartadas aquellas con 
frecuencia >1% en cualquier población; 2) Sólo se consideraron aquellas que tendrían un impacto funcional en 
regiones codificantes (mutaciones missense, nonsense, sitios consenso dadores y aceptores de splicing, inserciones, 
duplicaciones y deleciones); 3) Variantes previamente reportadas en la base de datos de pacientes con 
Distrofinopatía Leiden Open Variant Database (LOVD v.2.0) como mutación patológica; y finalmente, 4) Variantes 
clasificadas como Damaging o Probably Damaging por al menos 3 programas predictores del efecto de la mutación 
en el ARNm/proteína.  
 
Secuenciación de Sanger 
La secuenciación de Sanger fue implementada con 3 objetivos distintos: 1. Pesquisa de mutaciones puntuales en 
aquellos casos donde se evidenció una deleción de 1 único exón en el MLPA pero no fue corroborada por PCRs, es 
decir que el exón amplificó correctamente; 2. Corroborar las mutaciones puntuales previamente identificadas 
mediante el estudio de Secuenciación de Exoma Completo; y 3. Búsqueda de la alteración molecular en pacientes 
que contaban con antecedentes familiares de la enfermedad con mutación puntual previamente identificada.  
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El exón a analizar fue amplificado tal cual fue descripto en la sección de PCR Simplex. Los productos de 
amplificación fueron secuenciados [Servicio de Macrogen; ABI 3730 XL, Applied Biosystems, Foster City, California, 
USA] con primer forward y primer reverse. Se analizó la calidad de la secuencia implementando el software Finchtv 
[Geospiza, Seattle, USA]. Los resultados fueron evaluados por comparación con la secuencia conocida del gen DMD 
disponible en GenBank (NM_004006.2).  
 
Caracterización y análisis bioinformático de la mutación identificada 
Una vez identificada la mutación o variante de secuencia potencialmente causante de la patología, se determinó 
la posible ocurrencia de corrimiento del marco de lectura de la traducción mediante comparación con la secuencia 
del ADN complementario (ADNc) de la isoforma Dp427 del gen DMD, expresada en músculo esquelético. Al 
conocerse la localización de la mutación también se pudo predecir cuáles isoformas del gen y dominios de la 
proteína se verían afectados.  
Por otro lado, se evaluó la implicancia funcional de las mutaciones puntuales halladas según fueron de 
sustitución (variantes sinónimas, missense o nonsense), afectaron sitios consenso de splicing o generaron 
corrimiento del marco de lectura. Para el análisis de las variantes sinónimas o missense, se implementaron los 
siguientes programas para predecir la consecuencia fisiopatológica de las mismas: PolyPhen-2 
[http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/], SIFT [http://sift.jcvi.org/], CADD [http://cadd.gs.washington.edu/], 
Mutation Taster [http://www.mutationtaster.org/], Mutation Assessor [http://mutationassessor.org/r3/] y UMD-
Predictor [http://umd-predictor.eu/]. Finalmente, el análisis informático de las variantes de splicing se realizó 
utilizando: ESEfinder [http://krainer01.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home], Mutation 
Taster [http://www.mutationtaster.org/] y NetGene2 [http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/]. 
 
Correlación Genotipo-Fenotipo 
Con el fin de establecer una correlación entre el genotipo del paciente y su cuadro clínico, se llevaron a cabo 2 
diferentes análisis. En primer lugar, se evaluó el cumplimiento de la Regla del Corrimiento del Marco de Lectura la 
cual permite predecir el fenotipo esperado (clase de Distrofinopatía) y la gravedad de los síntomas, en base a la 
alteración molecular en el gen DMD que porte el paciente. Para ello se determinó la ocurrencia de corrimiento del 
marco de lectura como se muestra en la figura 11. Para las duplicaciones, en las cuales se desconoce la localización 
de los exones involucrados, se estableció la ocurrencia de corrimiento del marco de lectura considerando que la 
misma haya acaecido en tándem. En aquellos casos donde la teoría no fue cumplida, se profundizó la correlación 
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con el análisis de los dominios e isoformas afectadas. Este primer acercamiento se llevó a cabo en todos los pacientes 





























            Secuencia de base de datos correspondiente al exón 44 del gen DMD 
 
| 44       . 
| GCGATTTGAC     6300 
|  R  F  D       2100 
 
          .         .         .         .         .         . 
 AGATCTGTTGAGAAATGGCGGCGTTTTCATTATGATATAAAGATATTTAATCAGTGGCTA    6360 
 R  S  V  E  K  W  R  R  F  H  Y  D  I  K  I  F  N  Q  W  L      2120 
 
          .         .         .         .         .         . 
 ACAGAAGCTGAACAGTTTCTCAGAAAGACACAAATTCCTGAGAATTGGGAACATGCTAAA    6420 
 T  E  A  E  Q  F  L  R  K  T  Q  I  P  E  N  W  E  H  A  K      2140 
 
          .         |  
 TACAAATGGTATCTTAAG |  
 Y  K  W  Y  L  K   |  
 
Secuencia de base de datos correspondiente a los exones 52 y 53 del gen DMD 
 
| 52     .         . 
| GCAACAATGCAGGATTTG     7560 
| A  T  M  Q  D  L       2520 
 
          .         .         .         .         .         . 
 GAACAGAGGCGTCCCCAGTTGGAAGAACTCATTACCGCTGCCCAAAATTTGAAAAACAAG        7620 
 E  Q  R  R  P  Q  L  E  E  L  I  T  A  A  Q  N  L  K  N  K          2540 
 
          .         .         .         . | 53       .         . 
 ACCAGCAATCAAGAGGCTAGAACAATCATTACGGATCGAA | TTGAAAGAATTCAGAATCAG     7680 
 T  S  N  Q  E  A  R  T  I  I  T  D  R  I |   E  R  I  Q  N  Q       2560 
 
          .         .         .         .         .         . 
 TGGGATGAAGTACAAGAACACCTTCAGAACCGGAGGCAACAGTTGAATGAAATGTTAAAG        7740 
 W  D  E  V  Q  E  H  L  Q  N  R  R  Q  Q  L  N  E  M  L  K          2580 
 
          .         .         .         .         .         . 
 GATTCAACACAATGGCTGGAAGCTAAGGAAGAAGCTGAGCAGGTCTTAGGACAGGCCAGA        7800 
 D  S  T  Q  W  L  E  A  K  E  E  A  E  Q  V  L  G  Q  A  R          2600 
 
          .         .         .         .         .         . | 
 GCCAAGCTTGAGTCATGGAAGGAGGGTCCCTATACAGTAGATGCAATCCAAAAGAAAATC |      7860 
 A  K  L  E  S  W  K  E  G  P  Y  T  V  D  A  I  Q  K  K  I   |      2620 
 
Corrimiento de marco de lectura 
Sin corrimiento de marco de 
lectura 
Figura 11. Esquema del análisis para la determinación de corrimiento del marco de lectura. Para ello se implementa la 
secuencia del ADNc del gen DMD presente en bases de datos. En primer lugar, se identifica la posición de codón en la que 
termina el exón previo a la alteración molecular, luego se determina la posición del triplete en la que comienza el exón 
siguiente a la mutación. A la izquierda de la figura se muestra una mutación sin corrimiento del marco de lectura, mientras 
que a la derecha se esquematiza una mutación que lo altera. Marcado en rojo en la secuencia de exón 53 se muestra el codón 
stop prematuro que surge como consecuencia de la deleción de la derecha. 
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La segunda clase de análisis, sólo pudo llevarse a cabo en pacientes estudiados mediante la técnica de WES. Este 
acercamiento implicó la evaluación de los genotipos de los pacientes para los modificadores moleculares reportados 
hasta el momento: rs28357094 en SPP1, rs2303729, rs1131620, rs1051303, rs10880 en LTBP4, rs1883832 en 
CD40 y rs1815739 en ACTN3.  Los genotipos para los mencionados SNPs fueron obtenidos directamente del mismo 
reporte VCF (Variant Calling File) resultante de la anotación del exoma.  
 
Modelado molecular 
Con el fin de validar el dudoso efecto patogénico de las variantes de secuencia identificadas en los pacientes 
#182 y #470, se realizaron modelos moleculares de los dominios afectado de la proteína. Para la mutación del 
paciente #470, localizada en el dominio de unión a actina, directamente se puedo emplear el cristal 1dxx de dicho 
dominio de la distrofina. El análisis de ubicación de la deleción, la determinación de los potenciales electroestáticos 
de la superficie (algoritmo basado en la Ley de Coulomb) y las imágenes fueron realizadas empleando el software 
UCSF Chimera [University of California, San Francisco, USA]. 
En cambio, para la alteración molecular del paciente #182 se realizó un modelado implementando el software 
online I-TASSER [https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/], dado que mapeo en la región de 
interconexión entre los dominios rico en cisteínas y C-terminal que no se encuentran aún cristalizados. Los modelos 
generados por el I-TASSER fueron analizados con el UCSF Chimera al igual que se mencionó para la primera 
mutación.  
 




Detección de alteraciones moleculares en el gen DMD 
Los resultados obtenidos para los 200 pacientes analizados se encuentran recopilados en la tabla 5. Allí se detalla 
la metodología empelada en cada caso, alteración molecular identificada y una breve caracterización de la misma. 
También, se incluye la correlación entre la mutación y el cuadro clínico del paciente realizado en base a la Teoría 
del corrimiento del marco de lectura.  
 
PCR multiplex 
Para 11 de los pacientes analizados se implementó la metodología de PCR multiplex, dado que fueron derivados 
al Laboratorio de Distrofinopatías con anterioridad a la puesta a punto de la técnica de MLPA. Esta estrategia 
permitió identificar deleciones en sólo 3 de ellos, las cuales mapearon dentro del hot spot central del gen DMD. Una 
de ellas debió ser acotada mediante la complementación del análisis con PCR simplex de los exones faltantes. El 
hallazgo de estas alteraciones moleculares confirmó el diagnóstico clínico presuntivo de estos varones afectados. En 
cuanto al efecto sobre la traducción, 2 de las deleciones no alterarían el marco de lectura mientras que la restante 
generaría corrimiento.  
Entre los 8 pacientes que no portaron deleciones en los exones analizados por las 5 pentaplex empleadas, 3 
continuaron con el algoritmo de pesquisa de mutaciones en el gen DMD mientras que 5 concluyeron aquí los 
estudios moleculares diagnósticos.  
 
MLPA 
Se llevaron a cabo 160 ensayos de MLPA en individuos pertenecientes a 156 familias no emparentadas, 3 de los 
cuales pertenecen al grupo de los previamente analizados por PCRm y que no presentaron deleción en el gen DMD. 
La técnica de MLPA permitió confirmar el diagnóstico clínico de 104 de los varones analizados.  
Se detectaron grandes deleciones (≥1 exón) en 79 de los individuos estudiados, 77 de ellos no emparentados. En 
cuanto al efecto sobre el marco de lectura, 57 generarían corrimiento, 18 de ellas no lo alterarían y en 4 no puede 
determinarse dado que abarcan alguno o ambos extremos del gen DMD. Por otro lado, 3 de las alteraciones 
moleculares identificadas resultaron noveles, ya que no fueron previamente reportadas en la base de datos de Leiden 
[http://www.dmd.nl]. Además, gracias al hallazgo de estas deleciones se puedo determinar que 12 de los pacientes 
serían candidatos para el tratamiento de Exon Skipping para el exón 51.    
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Gracias al hallazgo de deleciones, se pudo analizar otros miembros de la familia afectada implementando PCR 
simplex de los exones implicados y los exones flanqueantes. Dicha estrategia fue empleada en 2 de los pacientes 
incorporados en el presente trabajo, lo cual permitió incorporar a 1 de ellos como candidato para la terapia de Exon 


























MLPA PCR Simplex A 
B MLPA PCR Simplex 
Secuencia de base de datos del exón 23 
| 23        .         .         .         .         . 
| GCTTTACAAAGTTCTCTGCAAGAGCAACAAAGTGGCCTATACTATCTCAGC 3000 
| A  L  Q  S  S  L  Q  E  Q  Q  S  G  L  Y  Y  L  S   1000 
 
          .         .         .         .         .         . 
 ACCACTGTGAAAGAGATGTCGAAGAAAGCGCCCTCTGAAATTAGCCGGAAATATCAATCA  3060 
 T  T  V  K  E  M  S  K  K  A  P  S  E  I  S  R  K  Y  Q  S    1020 
 
Secuenciación de Sanger del producto de amplificación 
Figura 12. Corroboración de las deleciones de 1 único exón detectadas por la técnica de MLPA. (A). Deleción del exón 52 
visualizada con el software Coffalyser la cual se vio validada mediante PCR simplex, dado que el paciente no amplificó por 
duplicado al igual que ocurrió con el control de deleción. Los controles positivos y negativos mostraron los resultados esperados. 
(B). Deleción del exón 23 identificada al analizar el MLPA usando el software Coffalyser. La misma no fue corroborada mediante 
PCR ya que el paciente amplificó por triplicado, coincidiendo con el control positivo. Los controles de deleción y negativos no 
amplificaron. La secuenciación del producto de amplificación permitió hallar una mutación puntual localizada en la zona de 
hibridación de la hemisonda del MLPA. La variante de secuencia de muestra marcada en azul en el electroferograma y en rojo en 
la secuencia de base de datos, mientras que la hemisonda se detalla con el subrayado azul en la secuencia. 
Capítulo 1: Análisis molecular de pacientes con Distrofinopatía                                                                                                            Resultados 
50 
  
Entre las deleciones, 9 afectaron un único exón las cuales fueron corroboradas mediante PCR simplex (Figura 
12A). No obstante, otras 5 deleciones de 1 exón evidenciadas mediante la técnica de MLPA no fueron corroboradas 
mediante PCR, lo cual permitió identificar mutaciones pequeñas o puntuales que mapearon en la región de 
hibridación de las hemisondas del MLPA (Figura 12B). Dichos casos, se presentan como deleción o disminución de 
dosis del exón, debido a que la pequeña alteración molecular altera la capacidad de ligación de las hemisondas y 
por ende la amplificación del producto del MLPA. Estos eventos son evidenciados gracias al uso de primers intrónicos 
para la PCR, los cuales hibridan en regiones distintas a las sondas del MLPA (Figura 12B).   
Las mutaciones puntuales en el gen DMD identificadas por el MLPA consistieron en 3 mutaciones nonsense y 2 
deleciones pequeñas. Los pacientes portadores de las mutaciones nonsense resultaron candidatos para la terapia con 
Ataluren. Por otro lado, 1 de las deleciones conduciría al corrimiento en el marco de lectura mientras que la otra 
no alteraría el proceso de traducción. Finalmente, 2 de estas mutaciones pequeñas no se encontraron reportadas en 
la base de datos de Leiden por lo que serían noveles. 
Por otra parte, se detectaron 18 duplicaciones en pacientes pertenecientes a 17 familias no emparentadas. Todas 
ellas se encuentran reportadas en la base de datos de Leiden. En cuanto al efecto sobre el marco de lectura, teniendo 
en cuenta que la duplicación hubiera ocurrido en tándem, 17 de ellas no alterarían y sólo 1 no lo modificaría. 
Sorpresivamente, 2 de los pacientes presentó una deleción y una duplicación dentro del gen DMD en su ADNg, 
la cual no habría sido previamente reportada. Puesto que se desconoce la ubicación de la duplicación y su relación 
con la región delecionada, no se puede establecer el estado del marco de lectura. No obstante, ambas por separado 
alterarían el proceso de traducción. 
Entre los pacientes analizados, 56 pertenecientes a 55 familias no emparentadas no presentaron deleciones ni 
duplicaciones en el gen DMD. Se pudo continuar con la pesquisa de mutaciones pequeñas mediante WES para 18 
de ellos. Finalmente, entre los 3 pacientes previamente analizados por PCRm sólo se alcanzó el diagnóstico de 1 de 
ellos, gracias a haber identificado una deleción ubicada por fuera de los hot spots del gen.   
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Tabla 5. Resultados de la pesquisa de mutaciones en el gen DMD en pacientes con diagnóstico clínico de Distrofinopatía 
 N° de 
muestra 












Western blot con 
Distrofina de menor 
PM al esperado. MLPA 
sin alteración. 
Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#382 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Duplicación: 7 - (8-17) - 18 CML 
UGA a 4 bases del inicio 
del 2do exón 8 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#405 
Sin deleción por 
PCRm  
MLPA Duplicación: 2 - (3-11) - 12 CML 
UGA a 58 bases del 
inicio del 2do exón 3  
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#461 --- MLPA Deleción: 64 - (65) - 66 CML 
UGA a 28 bases del 
punto de ruptura 
Rico en Cisteína Todas Si DMD/DMD --- 
#506 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Duplicación: 7 - (8-17) - 18 CML 
UGA a 4 bases del inicio 
del 2do exón 8 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#25/10 
Acotación de deleción: 
34 - (42-62) - 63 
MLPA Deleción: 38 - (39-62) - 63 CML 
UGA a 65 bases del 
punto de ruptura 
Rod Todas No DMD/DMD --- 
#28/10 --- MLPA Deleción: 47 - (48-49) - 50 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMB/DMB --- 
#13/11 --- PCRm y MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#22/11 --- PCRm Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#26/11 --- PCRm Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#29/11 --- PCRm Deleción: 47 - (48-54) - 55 CML 
UGA a 6 bases del punto 
de ruptura. 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#33/11 --- PCRm Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#38 --- PCRm y MLPA Deleción: 20 - (21) - 22 CML 
UGA a 39 bases del 
punto de ruptura 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#39 --- 
PCRm, MLPA y 
Exoma 
c.3427dupC (Exón 25)  
p.Gln1143Profs*34 
CML 
UGA a 100  bases de la 
mutación 
Rod Dp427 No DMD/DMD --- 
#44 --- PCRm Deleción: 44 - (45-48) - 49 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMB --- 
#49 --- 
MLPA, PCRs y 
Secuenciación 
c.2991C>G (Exón 23) 
p.Tyr997* 
--- 
UGA generada por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#50 --- MLPA Deleción: 2 - (3-23) – 24 Sin CML --- 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMB --- 
#52 --- PCRm Sin deleción --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#53 --- PCRm Sin deleción --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#54 --- PCRm y PCRs Deleción: 44 - (45-48) - 49 Sin CML --- Rod 






#58 --- MLPA Deleción: 45 - (46-47) - 48 CML 
UAA a 46 bases del puto 
de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#61 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#63 
Hermanos afectados MLPA Sin alteración --- --- --- 
--- --- 
DMD/DMD --- 
#64 --- --- 
#66 
Acotación de deleción: 
8 - (12-44) -45 
MLPA Deleción: 9 - (10-44) - 45 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMB/DMB --- 
#67 
Acotación de deleción 
51 - (52) - 60 
MLPA Deleción: 50 - (51-55) - 56 CML 
UGA a 11 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMB/DMD --- 
#68 --- MLPA Deleción: 44 - (45-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 





#69 --- MLPA Deleción: 53 - (54-56) - 57 CML 
UGA a 21 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
No DMD/DMD --- 
#70 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA y Exoma 
c.10227delC (Exón 71)  
p.Val3410Leufs*3 
CML 
UGA a 7  bases de la 
mutación 
C-terminal Todas No DMB/DMD --- 
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Acotación de deleción 
50 - (51-52)- 60 
MLPA Deleción: 50 - (51-55) -56 CML 
UGA a 11 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD --- 
#78 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#88 --- MLPA y PCRs Deleción: 44 - (45) - 46 CML 
UGA a 48 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#89 --- MLPA Duplicación: 1 - (2) - 3 CML 
UAA a 42 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#90 --- MLPA Deleción: 45 - (46-52) - 53 CML 
UGA a 1 base del punto 
de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#94 --- MLPA Deleción: 9 - (10-11) - 12 CML 
UAG a 6 bases del punto 
de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#95 --- MLPA Duplicación: 44 - (45) - 46 CML 
UGA a 46 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#97 --- 
MLPA, PCRs y 
Secuenciación 
c.8608C›T (Exón 58) 
p.Arg2870* 
--- 




Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD Ataluren 
#98 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Duplicación: 7 - (8-16) - 17 CML 
UAA a 35 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#104 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#105 
Acotación de deleción: 
50 - (51-52) - 60 
MLPA Deleción: 50 - (51-59) - 60 CML 
UGA a 50 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD --- 
#125 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA y Exoma 
Sin alteración. A la espera de los 
resultados del exoma. 
--- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#127 --- MLPA Duplicación:  1 - (2-44) - 45 CML 
UAA a 42 bases del 
punto de ruptura. 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#133 --- MLPA Deleción:  52 - (53) - 54 CML 
UGA a 50 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#137 --- MLPA Deleción: 55 - (56-79) --- --- 









MLPA y PCRs 
Deleción: 51 - (52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 




skipping #141 PCRs 
#144 --- MLPA Deleción: 18 - (19-43) - 44 CML 
UGA a 6 bases del punto 
de ruptura. 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#145 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#148 --- MLPA Deleción:  46 - (47-52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#151 --- MLPA y Exoma 
c.1306dup (Exón 11) 
p.Val436GlyfsX3 
CML 
UAG a 5  bases de la 
mutación 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#153 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Deleción: 9 - (10-11) - 12 CML 
UAG a 7 bases del punto 
de ruptura 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#154 
Tío con los exones 49 
al 52 delecionados. 
MLPA Deleción: 48 - (49-52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#165 
Hermanos afectados MLPA Deleción: 2 - (3-41) - 42 Sin CML --- 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 y Dp260 Si DMD/BMD --- 
#166 
#169 --- MLPA Duplicación: 1 - (2) - 3 CML 
UAA a 42 bases del 
punto de ruptura. 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#181 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#182 --- MLPA y Exoma 
c.10101_10103delAGA (Exón 70) 
p.Glu3367del 
Sin CML --- C-terminal Todas Si DMD/---* --- 
#183 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Duplicación: 2 - (3-7) - 8 CML 
UGA a 17 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
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#184 --- MLPA Deleción: 7 - (8-18) - 19 CML 
UGA a 20 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#185 
Hermano con deleción 
de los exones 8 y 9. 
MLPA Deleción: 7 - (8-9) - 10 CML 
UAG a 14 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#186 
Acotación de deleción: 
44 - (45) - 47 
MLPA Deleción: 44 - (45) - 46 CML 
UAG a 48 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#187 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#194 
Hermano afectado sin 
deleción por PCRm 
MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#195 --- MLPA Deleción: 48 - (49-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 






Sin deleción por 
PCRm 
MLPA y Exoma 
c.9928C>T (Exón 68) 
p.Gln3310* 
--- 




Todas Si DMD/DMD Ataluren 
#198 
Acotación de deleción 
de los exones 48 al 50 
MLPA Deleción: 47 - (48-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 






Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Duplicación: 4 - (5-7) - 8 CML 
UGA a 2 bases del punto 
de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#213 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#214 Cariotipo normal MLPA Deleción: (1-13) - 14 --- --- 






#215 --- MLPA Deleción: 44 - (45-48) - 49 Sin CML --- Rod 






#221 --- MLPA Deleción: 9 - (10-11) - 12 CML 
UAG a 7 bases del punto 
de ruptura 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#222 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- ---/--- --- 
#223 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#224 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#225 --- MLPA Deleción: 47 - (48-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 





#226 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#227 --- MLPA y Exoma 
c.9568C>T (Exón 66) 
p.Arg3190* 
--- 




Todas Si DMD/DMD Ataluren 
#240 --- MLPA Deleción: 2 - (3-5) - 6 Sin CML --- Unión a Actina Dp427 SI DMB/DMB --- 
#241 --- MLPA Deleción: 44 - (45-48) - 49 Sin CML --- Rod 







Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#243 --- MLPA Deleción: 44 - (45-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 





#250 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#253 --- MLPA Deleción: 51 - (52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 






MLPA, Exoma y 
secuenciación. 
c.4375C>T (Exón 32) 
p.Arg1459* 
--- 
UGA generado por  
sustitución 
Rod Dp427 y Dp260 Si DMD/DMD Ataluren 
#259 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#261 --- MLPA Deleción: 43 - (44) - 45 CML 
UGA a 46 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#266 --- MLPA Deleción: 2 - (3-7) - 8 CML 
UAA a 36 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#269 
Acotación de deleción 
del exón 4. 
MLPA Deleción: 2 - (3-7) - 8 CML 
UAA a 36 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#270 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
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#273 --- MLPA Duplicación: 7 - (8-44) - 45 CML 
UAA a 36 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#274 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#275 --- MLPA Deleción: 45 - (46-50) - 51 CML 
UAA a 43 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#276 
- MLPA Sin alteración --- --- --- 
--- --- 
DMB/--- --- 
#277 --- --- 
#280 --- MLPA Deleción: 47 - (48-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 








c.8608C>T (Exón 58) 
p.Arg2870* 
--- 




Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD Ataluren 
#287 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA, PCRs y 
secuenciación 
c.9246C>A (Exón 63) 
p.Cys3082* 
--- 
UGA generado por 
sustitución. 
Rico en Cisteína Todas No DMD/DMD Ataluren 
#288 --- MLPA y Exoma 
c.2270C>G (Exón 18) 
p.Ser757* 
--- 
UGA generado por 
sustitución. 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#289 
Validación de MLPA: 
50 - (51) - 52 
PCRs Deleción: 50 - (51) - 52 CML 
UAG a 95 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#291 
PCRm y MLPA sin 
alteración 
Exoma c.4518+1G>T (Intrón 32) --- --- Rod Dp427 y Dp260 Si DMD/DMD --- 
#292 --- Exoma 
c.9890_9894dupTCCTG (Exón 68) 
p.His3299Serfs*33 
CML 
UAA a  bases del inicio 
del exón 69 
Rico en 
Cisteínas 
Todas No ---/DMD --- 
#293 --- MLPA y PCRs Deleción: 4 - (5) - 6 Sin CML --- Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMB --- 
#294 --- MLPA Duplicación: 1 - (2) - 3 CML 
UAA a 42 bases del 
punto de ruptura. 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#302 --- 
MLPA, PCRs y 
secuenciación 
c.8970_8971delGA (Exón 60) 
p.(Asn2991Argfs*6) 
CML 




Dp140 y Dp116 




c.6973C>T (Exón 48) 
p.Gln2325* 
--- 
UAG generada por 
sustitución 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD Ataluren 
#305 
Acotación de  
deleción: Pm - (3-19) 
- 32 
MLPA Deleción: 2 - (3-29) - 30 Sin CML --- 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 y Dp260 Si DMD/DMB --- 
#306 --- MLPA Deleción: 52 - (53-59) - 60 CML 
UGA a 49 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD --- 
#307 --- MLPA y Exoma 
c.1928G>A (Exón 16) 
p.Trp643* 
--- 
UAG generado por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#316 --- MLPA Duplicación: 3 - (4-7) - 8 CML 
UAA a 74 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#317 
Sin deleción por 
PCRm 
MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#319 --- MLPA Deleción: 44 - (45-55) - 56 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMB --- 
#322 --- MLPA Deleción: 7 - (8-44) - 45 CML 
UGA a 224 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#324 --- MLPA Deleción 11 - (12-13) - 14 CML 
UGA a 142 bases del 
punto de ruptura 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#326 MLPA sin alteración Exoma 
c.3151C>T (Exón 23) 
p.Arg1051* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#327 
Acotación de deleción 
8 - (12-44) - 45 
MLPA Deleción: 9 - (10-44) - 45 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si ---/DMB --- 
#328 
Acotación de deleción 
del exón 8. 
MLPA Deleción: 7- (8-9) - 10 CML 
UAG a 14 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#337 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
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#338 --- MLPA y Exoma 
c.6973C>T (Exón 48) 
p.Gln2325* 
--- 
UAG generado por 
sustitución 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
No DMD/DMD Ataluren 
#352 
Primo con duplicación 
3 - (4-7) - 8 
MLPA Duplicación: 3 - (4-7) - 8 CML 
UAA a 74 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#356 --- MLPA Deleción: 50 - (51) - 52 CML 
UAG a 95 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#360 --- MLPA Deleción: 44 - (45) - 46 CML 
UAG a 48 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si ---/DMD --- 
#362 MLPA sin alteración Exoma 
c.1793C>G (Exón 15) 
p.Arg3190* 
--- 
UAA generado por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#365 
Hermanos afectados MLPA 
Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#366 Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#367 --- MLPA Deleción: 44 - (45-52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si ---/DMD --- 
#368 MLPA sin alteración Exoma c.8217+2T>G (Intrón 55) --- --- Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
No DMB/DMD --- 
#369 --- MLPA y Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#370 --- MLPA Deleción: 7 - (8-55) - 56 CML 
UGA a 11 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD --- 
#372 --- MLPA y Exoma 
c.1978_1979delAA (Exón 16) 
p.(Lys660Glufs*59) 
CML 
UGA a 174 bases de la 
mutación 
Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#373 --- MLPA Deleción: 45 - (46-52) - 53 CML 
UGA a 1 base del punto 
de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si ---/DMD --- 
#374 MLPA sin alteración Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#378 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#381 --- MLPA Duplicación: 2 - (3) - 4 Sin CML --- Unión a Actina Dp427 Si DMB*/DMB  
#383 --- MLPA Deleción: 2 - (3-7) - 8 CML 
UAA a 36 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD --- 
#384 --- MLPA Deleción: 9 - (10-17) - 18 CML 
UGA a 9 bases del punto 
de ruptura 
Rod Dp427 Si DMD/DMD ---  
#386 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#388 --- MLPA Deleción: 7 - (8-13) - 14 CML 
UAG a 29 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#389 --- MLPA Deleción: 2 - (3-7) - 8 CML 
UAA a 36 bases del 
punto de ruptura 





Secuenciación --- --- --- --- --- --- No afectado --- 
#392 MLPA sin alteración Exoma 
c.433C>T (Exón 6) 
p.Arg145* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#393 MLPA sin alteración Exoma c.10223+1G>A (Intrón 70) --- --- C-terminal Todas Si DMD/DMD --- 
#394 MLPA sin alteración Exoma 
c.3151C>T (Exón 23) 
p.Arg1051* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#395 MLPA sin alteración Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#396 MLPA sin alteración Exoma c.6118-2A>T (Intrón 42) --- --- Rod Dp427 y Dp260 No DMD/DMD --- 
#397 MLPA sin alteración Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#398 --- MLPA y Exoma 
c.10453dupC (Exón 74) 
p.(Leu3485Profs*6) 
CML 
UAG a 13 bases de la 
mutación 
C-terminal Todas Si DMB/DMD --- 
#400 --- MLPA y PCR Deleción: 2 - (3) - 4 Sin CML --- Unión a Actina Dp427 Si DMD/DMB --- 
#402 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
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Sin alteración --- --- --- --- --- No afectado --- 
#407 Sin alteración --- --- --- --- --- No afectado --- 
#408 Sin alteración --- --- --- --- --- No afectado --- 
#409 
c.10101_10103delAGA (Exón 70) 
p.Glu3367del 
Sin CML --- C-terminal Todas Si DMD/---* --- 
#416 
Primo con mutación 
pequeña c.39delA 
Secuenciación 
c.39delA (Exón 2) 
p.Glu14Lysfs*12 
CML 
UAA a 34 bases de la 
mutación 
Unión a Actina Dp427 Si ---/DMD --- 
#418 --- MLPA Deleción: 47 - (48-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 





#419 MLPA sin alteración Exoma c.3603+1G>T (Intrón 26) --- --- Rod Dp427 Si DMD/DMD --- 
#420 
PCRm y MLPA sin 
alteración 
Exoma c.8027+2T>C (Intrón 54) --- --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#421 --- MLPA Deleción: 7 - (8-13) - 14 CML 
UAG a 29 bases del 
punto de ruptura 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#422 --- MLPA Deleción: 44 - (45-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 





#424 --- MLPA y PCR Deleción: 2 - (3) - 4  Sin CML --- Unión a Actina Dp427 Si ---/DMB --- 
#425 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#426 --- MLPA y Exoma 
Sin alteración. 
A la espera de los resultados del 
exoma. 
--- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#428 MLPA sin alteración Exoma 
c.6391_6392delCA (Exón 44) 
p.Gln2131Asnfs*3 
CML 
UGA a 6 bases de la 
mutación 
Rod Dp427 y Dp260 Si DMD/DMD --- 
#429 
Primo con mutación 
puntual c.10108C>T 
Secuenciación 
c.10108C>T (Exón 70) 
p.Arg3370* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
C-terminal Todas Si DMD/DMD Ataluren 
#430 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#435 --- Exoma c.2293-2A>G (Intrón 18) --- --- Rod Dp427 No DMD/DMD --- 
#436 --- Exoma 
c.8138delA (Exón 55) 
p.Asn2713Metfs*13 
CML 
UAG a 35 bases de la 
mutación 
Rod 
Dp427, Dp260 y  
Dp140 
No ---/DMD --- 
#437 --- Exoma 
c.10108C>T (Exón 70) 
p.Arg3370* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
C-terminal Todas Si DMD/DMD Ataluren 
#438 --- MLPA y Exoma 
c.10785delG (Exón 75) 
p.Gln3595Hisfs*12 
CML 
UGA a 31 bases de la 
mutación 
C-terminal Todas No DMD/DMD --- 
#439 --- MLPA Deleción: 47 - (48-52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y  
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#440 
Primo con mutación 
puntual  c.6973C>T 
Secuenciación 
c.6973C>T (Exón 48) 
p.Gln2325* 
--- 
UAG generado por 
sustitución 
Rod 
Dp427, Dp260 y  
Dp140 
Si DMD/DMD Ataluren 
#441 --- MLPA Deleción: 45 - (46-52) - 53 CML 
UGA a 1 base del punto 
de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#442 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#443 --- MLPA y PCR Deleción: 51 - (52) - 53 CML 
UGA a 63 bases del 
punto de ruptura. 
Rod 





#444 --- MLPA Deleción: 47 - (48-51) - 52 Sin CML --- Rod 






#447 PCRm sin deleción MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#449 --- MLPA Deleción: 44 - (45-48) - 49 Sin CML --- Rod 






#450 --- MLPA Deleción: 25 - (26-32) - 33 Sin CML --- Rod Dp427 y Dp260 No DMD/DMB --- 
#451 --- MLPA y PCR Deleción: 42 - (43) - 44 CML 
UGA a 6 bases del punto 
de ruptura 
Rod Dp427 y Dp260 Si DMD/DMD --- 
#453 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
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Tabla 5. Resultados de la pesquisa de mutaciones en el gen DMD en pacientes con diagnóstico clínico de Distrofinopatía (Cont.) 
 N° de 
muestra 











#459 --- MLPA y Exoma c.9225-1G>A (Intrón 62) --- --- Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD --- 
#460 MLPA sin alteración Exoma 
c.3151C>T (Exón 23) 
p.Arg1051* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
Rod Dp427 Si DMD/DMD Ataluren 
#461 --- MLPA y Exoma 
c.1777C>T (Exón 15) 
p.Gln593* 
--- 
UAA generado por 
sustitución 
Rod Dp427 No ---/DMD Ataluren 
#462 
Acotación de deleción 
45 - (47-50) - 51 
MLPA Deleción: 45 - (46-50) - 51 CML 
UAA a 43 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#463 ---  MLPA Deleción: 54 - (55-79) --- --- 







#465 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#469 
Hermano con 
muatción puntual  
c.10108C>T 
Secuenciación 
c.10108C>T (exón 70) 
p.Arg3370* 
--- 
UGA generado por 
sustitución 
C-terminal Todas Si DMD/DMD Ataluren 
#470 --- 




Sin CML --- Unión a actina Dp427 No DMD/---* --- 
#471 --- MLPA Duplicación: 49 - (50) - 51 CML 
UGA a 23 bases del 
inicio del 2do exón 50 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#472 
Acotación de deleción: 
51 - (52) - 60 
MLPA Deleción: 50 - (51-54) - 55 CML 
UGA a 2 bases del punto 
de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#476  --- MLPA Deleción: 50 - (51) - 52 CML 
UAG a 95 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#477 --- MLPA 
Deleción: 45 - (46-49) - 50 
Duplicación: 52 - (53-62) - 63 
--- --- Rod Todas No DMD/---* --- 
#481 ---  MLPA Duplicación: 1 - (2-25) - 26 CML 
UAA a 42 bases del inicio 
del 2do exón 2 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#482 ---  MLPA Deleción: (1-79) --- --- 
Unión a Actina, 







#483 --- Secuenciación 
c.8944C>T (Exón 60) 
p.Arg2982* 
--- 





Dp140 y Dp116 
Si DMD/DMD Ataluren 
#489 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMB/--- --- 
#494 ---  MLPA Deleción: 48 - (49-50) - 51 CML 
UGA a 24 bases del 
punto de ruptura 
Rod 





#495 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#498 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#501 MLPA sin alteración Exoma Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#502 --- MLPA Deleción: 44 - (45-51) - 52 Sin CML --- Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMB --- 
#507 --- MLPA Deleción: 45 - (46-48) - 49 CML 
UAG a 10 bases del 
punto de ruptura 
Rod 
Dp427, Dp260 y 
Dp140 
Si DMD/DMD --- 
#508 --- MLPA Sin alteración --- --- --- --- --- DMD/--- --- 
#509 --- MLPA Duplicación: 7 - (8-17) - 18 CML 
UGA a 4 bases del inicio 
del 2do exón 8 
Unión a Actina 
y Rod 
Dp427 Si DMD/DMD --- 
#687 
Deleción: 
44 - (45-54) - 55 
MLPA 
Duplicación: 37 - (38-43) - 44 
Deleción: 44 - (45-54) - 55 
--- --- Rod 
Dp427, Dp260, 
Dp140 y Dp116 
No DMD/---* --- 
Abreviaturas: PCRm, PCR multiplex; PCRs, PCR simplex; CML, Corrimiento del Marco de Lectura; Fenotipo Obs., Fenotipo Observado; Fenotipo Esp., Fenotipo Esperado. DMB-CDLX, Mutaciones que por 
la Teoría del Corrimiento del Marco de Lectura se correlacionan con DMB, también asociadas con el desarrollo de CDLX según Cohen y Muntoni (2004); DMD/DMD*, fenotipo esperado determinado 
en base a los dominios afectados, dado que no puede realizarse el corrimiento del marco porque se pierden los extremos del gen; DMD/---*, Mutación probablemente patogénica, aún dudoso efecto 
deletéreo; En negrita se señalan los pacientes en los cuales no se cumplió la Teoría del Marco de Lectura. 




Se analizaron 37 pacientes no emparentados mediante la técnica de WES, entre los cuales se encuentran 15 
previamente estudiados por MLPA y 1 analizado por PCRm y MLPA. Además, aún se esperan los resultados del WES 
de otros 2 pacientes descartados de poseer grandes deleciones y duplicaciones por MLPA. 
Esta técnica de secuenciación masiva en paralelo, permitió confirmar el diagnóstico clínico presuntivo de 
Distrofinopatía de 30 de los individuos analizados. Entre las mutaciones halladas se encuentran: 12 mutaciones 
nonsense, 8 mutaciones que afectan sitios consenso de splicing, 6 deleciones y 4 duplicaciones. Los 12 pacientes 
portadores de las mutaciones nonsense resultaron candidatos para el tratamiento con el Ataluren. 
Acorde a la base de datos de la Universidad de Leiden, 10 de las variantes de secuencia identificadas serían 
noveles (2 nonsense, 2 duplicaciones, 3 deleciones y 3 en secuencias de splicing). Por otro lado, en cuanto al efecto 
sobre la traducción, todas las duplicaciones y 5 de las deleciones generarían corrimiento del marco de lectura 
mientras que sólo 1 de las deleciones no lo afectaría. Entre las mutaciones de splicing, 5 de ellas mapearon en sitios 
dadores y las 3 restantes en secuencias aceptoras consenso.  
En los restantes 7 pacientes no se identificó ninguna mutación puntal deletérea en el gen DMD. Para ello incluso 
se analizaron los raw data (archivos .bam) mediante el software IGV con el fin de identificar exones con bajo número 
de lecturas de modo de reanalizarlos, pero dicho trabajo no arrojó nuevos resultados. No obstante, no se puede 
descartar el diagnóstico de Distrofinopatía dado que aún podrían portar mutaciones en las zonas regulatorias o 
intrónicas profundas que no son detectadas por esta metodología. 
   
Secuenciación de Sanger 
Se seleccionó la metodología de secuenciación para la búsqueda de mutaciones puntuales o pequeñas en 
individuos provenientes de familias con mutación causal previamente identificada. Fueron analizados 9 varones 
pertenecientes a 7 familias no emparentadas. Uno de ellos, de muy corta edad como para mostrar síntomas clínicos 
de la patología, fue incluido al estudio y descartado de poseer la mutación familiar. 
Los restantes 8 varones portaron la mutación pequeña familiar, lo cual corroboró su diagnóstico clínico de 
Distrofinopatía. Las alteraciones moleculares resultaron ser 6 mutaciones nonsense y 2 deleciones. Los varones 
identificados como portadores de las mutaciones nonsense, resultaron candidatos a acceder al tratamiento con 
Ataluren. En cuanto a las deleciones, 1 de ellas generó corrimiento del marco de lectura mientras que la restante no 
lo alteraría. Finalmente, las 8 mutaciones se encontraban previamente reportadas en la base de datos de Leiden.  




Teoría del Corrimiento de Marco de Lectura 
Se determinó la ocurrencia de corrimiento del marco de lectura y su correlación con el fenotipo observado en el 
paciente, en base a la Teoría generada por Monaco y colaboradores (1988), para las 145 alteraciones moleculares 
identificadas en el presente trabajo. Desafortunadamente, no se contó con datos clínicos suficientes para establecer 
el cuadro clínico de 11 de estos varones.  
Un total de 88 deleciones, duplicaciones y mutaciones pequeñas conducirían a la generación de un corrimiento 
del marco de lectura, con la consecuente aparición de un codón Stop prematuro de la terminación de la traducción. 
Estas mutaciones se asocian a un fenotipo de tipo DMD, el cual coincidió con el observado en 78 de los pacientes 
mientras que la “Teoría del corrimiento del marco de lectura” no coincidió con el cuadro clínico del paciente en 3 
casos. Los pacientes #67 (deleción: 51-55), #70 (c.10227delC, exón 71) y #398 (c.10453dupC, exón 74) 
presentaron DMB portando alteraciones moleculares que alteran el marco de lectura. Para los 7 pacientes restantes, 
la ausencia de datos clínicos impidió contrastar el fenotipo esperado con el observado. 
Por otra parte, 21 grandes deleciones y duplicaciones no alterarían el marco de lectura de la traducción, por lo 
que se asociarían a un cuadro clínico leve de tipo DMB. Para 8 de los pacientes, el fenotipo observado y esperado 
coincidieron, ya sea en base a la “Teoría del corrimiento del marco de lectura” (5) o en base a las mutaciones 
identificadas por Cohen y Muntoni (2004, Tabla 3) como asociadas a CDLX (3). No se contó con datos para 
establecer la correlación para 3 de los pacientes, mientras que 10 de ellos presentaron cuadros graves de DMD pero 
portaron mutaciones que no afectarían el marco de lectura. Todos estos últimos pacientes cuentan con deleciones 
en el gen DMD: #44 (deleción: 45-48), #50 (deleción: 3-23), los hermanos #165-#166 (deleción: 3-41), #293 
(deleción: 5), #305 (deleción: 3-29), #319 (deleción: 45-55), #400 (deleción: 3), #450 (deleción: 26-32) y #502 
(deleción: 45-51).  
En aquellos casos en que las alteraciones moleculares abarcan alguno de los extremos del gen, no resulta posible 
aplicar la “teoría del corrimiento del marco de lectura”. Este fue el caso para 4 deleciones, 1 de las cuales no poseía 
el extremo 5´ del gen, 2 tenían delecionado el extremo 3´ y 1 contaba con una deleción de todo el gen DMD. Además, 
tampoco pudo determinarse la ocurrencia de corrimiento del marco de lectura para el paciente portador de la 
deleción-duplicación hallada.  
En cuanto a las 21 mutaciones de tipo nonsense, dado que conllevan a la aparición de un codón stop prematuro 
de terminación de la traducción mediante sustitución, se correlacionan con un fenotipo de DMD. Dicho fenotipo 
coincidió para 21 de los pacientes analizados mientras que no se contó con datos suficientes para establecer la 
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relación entre los fenotipos para el individuo restante. Por otro lado, se postula que las mutaciones puntuales que 
afectan sitios consenso de splicing generarían corrimiento del marco de lectura, ya sea porque las que alteran sitios 
dadores retendrían el intrón implicado el cual portaría algún codón stop prematuro o porque las que involucran 
los sitios aceptores conducirían a la remoción del siguiente exón afectando el marco de lectura. Entre los 8 pacientes 
que portaron esta clase de mutaciones, 7 presentaron cuadros clínicos coincidentes con el esperado mientras que 
uno presentó un fenotipo de DMB (#368; c.8217+2T>G, intrón 55).     
Finalmente, 2 deleciones pequeñas en marco identificadas en 3 individuos pertenecientes a 2 familias no 
emparentadas, se asociarían a un fenotipo leve de tipo DMB. No obstante, todos ellos mostraron cuadros clínicos 
graves, lo cual conllevó a que se dudara de su efecto fisiopatológico y se llevara a cabo un análisis más profundo de 
las mismas.     
 
Análisis de variantes de patogenicidad dudosa 
Se realizó un análisis exhaustivo de 2 deleciones pequeñas que no alterarían el marco de lectura, pero las cuales 
no cumplirían con lo esperado mediante la correlación genotipo-fenotipo establecida por Monaco y colaboradores. 
Dicho estudio incluyó el uso de software predictores del efecto sobre la proteína, segregación de alelos cuando fue 
posible, conservación evolutiva aminoacídica y modelado molecular. 
Mediante la técnica de exoma se identificó, en el paciente #182, la deleción c.10101_10103delAGA, 
p.Glu3367del. Dicha alteración molecular se ubica en el exón 70 y conllevaría a la pérdida de 1 único aminoácido 
de los aproximadamente 3600 que posee la proteína Distrofina. La mutación mapea en la zona de unión entre los 
dominios rico en Cisteína y C-terminal de la proteína. Por otro lado, la variante de secuencia se encontraba 
previamente reportada en 5 oportunidades en la base de datos de la Universidad de Leiden, aunque con 
patogenicidad desconocida. El primer acercamiento se llevó a cabo empleando el software Mutation Taster el cual 
sugirió que se trataría de una mutación causante de patología.  
Dado que se trata de un caso familiar, se procedió con la realización de un estudio de segregación de la variante 
(Figura 13A). La segregación permitió validar el efecto deletéreo de la variante de secuencia gracias a que las 3 
portadoras obligadas portaron la mutación (#403, #404 y #411) mientras que los varones sin sintomatología de 
Distrofinopatía no presentaron la variante de secuencia (#406, #407 y #408). El presente estudio permitió además 
diagnosticar de forma temprana al paciente #409, quien apenas mostraba caídas frecuentes, y establecer a su madre 
como portadora (#411). 
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Además, se implementó el software Polyphen-2 para analizar la conservación interespecie del aminoácido 
implicado en la deleción, el cual mostró que el ácido glutámico se encuentra abundantemente conservado entre las 
especies analizadas (Figura 13B). Por otro lado, empleándose el software online Universal Evolutionary Trace, 
diseñado por Baylor College of Medicine, se pudo determinar la importancia relativa de los aminoácidos 
pertenecientes a la región implicada por la alteración molecular. En la figura 13B se puede observar que el pacido 
glutámico posee una importancia relativamente alta dentro de la estructura de la proteína, lo cual podría explicar 



















Finalmente, debido a la falta de un cristal de los dominios rico en Cisteínas y C-terminal de la proteína Distrofina 
con el cual trabajar, se realizó un modelado utilizando el software I-TASSER. Se observó que el ácido glutámico se 
localiza en un loop uniendo los dominios rico en Cisteínas y C-terminal (Figura 13C). Comparando los patrones de 
carga en la superficie de la proteína, se observa el ácido glutámico en la parte superior del modelo wild-type rodeado 
de una zona con poca carga. En cambio, el modelado de la proteína mutada permite ver que la ausencia de la carga 
A B 
C 
Proteína Wild-type Proteína Mutada (#182) Proteína Wild-type 
Figura 13. Análisis de la deleción pequeña en marco del paciente #182. (A). Estudio de segregación intrafamiliar de la 
alteración molecular. (B). Conservación interespecie (izq.) e importancia relativa (der.) del aminoácido afectado por la 
variante de secuencia. (C). Modelado de los dominios rico en Cisteínas y C-terminal mediante el software online I-TASSER. A la 
derecha se muestra la estructura secundaria de la proteína y marcado en rojo se detalla el aminoácido delecionado en el 
paciente. En el medio se observa el espectro de cargas de la superficie de la proteína wild-type mientras que a la izquierda se 
muestran las cargas de la proteína mutada. 
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negativa del ácido glutámico conlleva a un reacomodamiento de las cadenas laterales de los aminoácidos de la 
región y que el dominio adquiera una carga predominante positiva. Por último, dado que esta zona de la proteína 
se encuentra implicada en la interacción con los distroglicanos, el cambio en la carga podría estar afectando dicha 
interacción y, por ende, la organización del CDG. Esto podría explicar porque el paciente presenta un cuadro de 
DMD en lugar de uno más leve.  
La segunda mutación analizada corresponde a la identificada en el paciente #470 mediante la corroboración, 
por PCR y Secuenciación de Sanger, de la deleción del exón 3 evidenciada por la técnica de MLPA. La deleción 
c.120_131delCTTCAGTGACCT, p.(Phe41_Leu44del) abarca 4 aminoácidos localizados en la región de unión a 
actina, más específicamente en el primero de los 2 subdominios de interacción.  
La alteración molecular sería novel ya que no se encuentra reportada en la base de datos de la Universidad de 
Leiden. Además, el análisis realizado con el software Mutation taster indicó que se trataría de una mutación causante 
de patología. No obstante, dado que se trata de un caso esporádico, no se pudo llevar a cabo un estudio de 
















El análisis de conservación interespecie y de importancia relativa de los aminoácidos, realizados con los 
programas Polyphen-2 y Universal Evolutionary Trace respectivamente, permitió determinar que la región se 
A B 
Figura 14. Análisis de la deleción pequeña en marco del paciente 
#470. (A). Conservación interespecie (izq.) e importancia 
relativa (der.) de los aminoácidos involucrados. (B). Estructura 
del dominio de unión a actina basado en el cristal 1dxx. En la 
parte superior, se muestra una vista frontal de los 2 subdominios 
de interacción con la actina mientras que en la parte inferior 
izquierda se muestra un vista lateral. En ambos, se marcan en 
rojo los aminoácidos delecionados en el paciente. En el medio se 
observa el espectro de cargas de la superficie de la proteína 
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encuentra altamente conservada (Figura 14A). Particularmente, los aminoácidos fenilalanina, ácido aspártico y 
leucina son los más conservados entre las especies analizadas. En cambio, en cuanto a la importancia relativa en la 
estructura secundaria de la proteína, sólo el ácido aspártico resultó ser importante.  
Finalmente, empleando el cristal 1dxx del dominio de unión actina de la distrofina se observó que la región 
delecionada conforma un loop que une 2 α-hélices del primer subdominio de interacción con la proteína del 
citoesqueleto (Figura 14B). La ausencia de estos aminoácidos no sólo cambiaría la conformación adquirida por las 
α-hélices sino también alteraría el patrón de cargas de la superficie del dominio. Como se observa en la figura 14B, 
la mutación conlleva a la pérdida de cargas negativas en la superficie, por lo cual aumenta la fuerza de la carga 
positiva. Por último, dicho cambio podría afectar la unión distrofina-actina.     
 
Análisis de Variables de Significado Incierto (Variants of Uncertain Significance-VUS) 
Mediante la técnica de WES se identificaron 15 variantes localizadas en los exones del gen DMD, las cuales no 
contaban con un claro efecto deletéreo. Entre estas mutaciones, 5 fueron sinónimas mientras que 10 resultaron 
missense. Con el objetivo de clasificarlas como polimorfismos se analizó en cuantos pacientes de nuestra cohorte 
fueron evidenciadas, su frecuencia en 1000 genomas y ExAC, su presencia en ClinVar, su presencia en la base de 
datos de Leiden (LOVD) y los resultados de los programas predictores implementados (Tabla 6).  
El análisis llevado a cabo permitió establecer que 12 de las variantes de secuencia identificadas serían 
polimorfismos, puesto que presentaron frecuencias mayores a 1% en los consorcios de 1000 genomas y ExAC, y se 
encontraban reportadas en ClinVar como benignas y en LOVD como “No afecta la función de la proteína”. No 
obstante, no todos los programas predictores coincidieron con el efecto no patogénicos de las mismas. 
Por otro lado, 3 permanecieron como variables de significado incierto (VUS), las cuales fueron observadas en 1 
de nuestros pacientes, sus frecuencias alélicas fueron mucho menores a 1% y no se encontraban descriptas en 
ClinVar ni en LOVD o fueron reportadas como de efecto desconocido. Las variantes c.2367A>G y c.3936G>C 
fueron determinadas como benignas por la mayoría de los predictores empleados (3/4 y 3,5/6 respectivamente) 
mientras que la mutación c.821A>G fue determinada como patogénica por 5 de los 6 software utilizados. 
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ALL  Concluida Taster Predictor Assessor 
Variantes clasificadas como benignas 
c.802T>C p.Leu268Leu 1800264 8 4 1% 0.7% B/PosB Si 4 
No afecta la 
función 
--- T Pol B Pol …. 
c.837G>A p.Thr279Thr 1800265 9 4 15% 8.6% B/PosB Si 9 
No afecta la 
función 




c.1635A>G p.Arg545Arg 5927083 14 6 11% 11.7% B/PosB Si 16 
No afecta la 
función 
--- T Pol B Pol --- 
c.2645A>G p.Asp882Gly 228406 21 36 25% 28% B Si** 28 
No afecta la 
función 
B T Pol B Pol Neutral 
c.3734C>T p.Thr1245Ile 1800269 27 1 1% 1.50% B/PosB Si 8 








c.5234G>A p.Arg1745His 1801187 37 28 47% 51% B/PosB Si 45 
No afecta la 
función 




c.7096C>A p.Gln2366Lys 1800275 48 18 82% 72% B Si 55 
No afecta la 
función 





c.7728T>C p.Asn2576Asn 1801188 53 6 18% 17% B/PosB Si 30 
No afecta la 
función 
--- T Pol B Pol --- 




No afecta la 
función 








No afecta la 
función 








No afecta la 
función 
B T Pol B ProbPat Neutral 
c.8810G>A p.Arg2937Gln 1800280 59 36 88% 91.0% B Si** 21 
No afecta la 
función 




VUS o no VUS? 




c.2367A>G p.Glu789Glu 376648723 19 1 0.0006% - - No - - --- T DC B ProbPol --- 




Abreviaciones: FA, Frecuencia Alélica; B, Benigno; DC, Causante de patología (Disease Causing); Del, Deletéreo; Pat, Patogénico; Pol, Polimorfismo; PosDel, Posiblemente 
Deletéreo; ProbDel, Probablemente Deletéreo; ProbPat, Probablemente Patogénico; ProbPol, Probable Polimorfismo; T, Tolerado. . 
---= El software no puede evaluar el impacto de la variante analizada.  *= Resultados de los cálculos HumDiv/HumVar del software Polyphen-2.  **= El software predictor o la 
base de datos considera al nucleótido o aminoácido cambiante como el de referencia. 




Se determinaron los genotipos para los modificadores moleculares reportados hasta el momento en 29 pacientes 
analizados por la técnica de WES (Tabla 7). Lamentablemente los datos clínicos obtenidos no resultaron suficientes 
para llevar a cabo un estudio de validación de estas variantes de secuencia, sin embargo, pudo llevarse a cabo un 
estudio pronóstico y analizar las frecuencias alélicas de las variantes de secuencia en nuestra población. 
En primer lugar, vale la pena destacarse que no se observó el alelo alternativo para el polimorfismo localizado 
en el gen SPP1 (Minor Allele Frecuency (MAF) = 0%). Esto podría deberse al bajo número de muestras analizadas o 
bien podría sospecharse de su rol como modificador molecular de las distrofinopatías, al menos para nuestra 
cohorte.  
Los MAF de los SNPs pertenecientes al gen LTBP4 obtenidos para la población analizada fueron: 24,1% 
(rs2303729), 13,8% (rs1131320), 22,4% (rs1051303) y 17,2% (rs10880). Dichos valores no concordaron con los 
reportados para la población mundial por el consorcio de 1000 genomas (52%, 50%, 50% y 42% respectivamente), 
sino que resultaron llamativamente menores. Por otro lado, las frecuencias reportadas para los 4 SNPs mostraban 
valores similares, mientras que no se puede apreciar lo mismo en los resultados obtenidos.  
La frecuencia resultante para el polimorfismo del gen CD40 fue 63,8%, la cual resultó ampliamente mayor a la 
reportada por 1000 genomas (23%). En cambio, el MAF del alelo perteneciente al gen ACTN3 resultó 63,8%. Dicho 
valor, si bien resultó mayor al evidenciado para la población mundial por el consorcio de 1000 genomas (40%), fue 
similar al evidenciado en la población americana (57%). 
En cuanto a la prognosis, se esperaría que los pacientes #250, #326, #368, #419 y #435 perdieran tardíamente 
la capacidad de ambulación puesto que presentaron en estado homocigota los SNPs del gen CD40 y ACTN3 de efecto 
positivo (Tabla 7). Dichos polimorfismos favorecerían la regeneración del músculo dañado y la transformación en 
fibras lentas que escapan a la degeneración observada en las Distrofinopatías. Por otro lado, también se espera que 
los indiviudos #307 y #395 presenten una edad avanzada al momento de la pérdida de ambulación dado que 
presentaron el haplotipo IAAM del gen LTBP4 en heterocigosis y el SNP del gen CD40 en estado homocigota. 
Finalmente, aquellos que portan en homocigosis el SNP del gen CD40 o el polimorfismo del gen ACTN3 o que poseen 
en heterocigosis el haplotipo IAAM del gen LTBP4 también presentarían una progresión más lenta de la patología. 
En cambio, se espera que aquellos que presentaron los alelos WT para los loci del gen LTBP4 y los SNPs de los genes 
CD40 y ACTN3 en heterocigosis perdieran con anterioridad la capacidad de ambulación.   
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Tabla 7. Genotipo para los modificadores moleculares de los pacientes analizados por WES 
Paciente 
SPP1 LTBP4 CD40 ACTN3 
rs28357094 rs2303729 rs1131320 rs1051303 rs10880 rs1883832 rs1815739 
#39 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#70 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#182 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#227 WT WT WT WT WT c.-1T>C WT 
#250 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#258 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#288 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#291 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#292 WT WT WT WT WT WT p.Arg620Ter 
#307 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C WT 
#323 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#326 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#338 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala WT WT p.Arg620Ter 
#362 WT p.Val194Ile WT p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C p.Arg620Ter 
#368 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#369 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#372 WT p.Val194Ile WT p.Thr820Ala p.Thr1140Met WT p.Arg620Ter 
#374 WT WT WT WT WT c.-1T>C WT 
#392 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#394 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#395 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C WT 
#396 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#397 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#419 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#420 WT p.Val194Ile p.Thr787Ala p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C p.Arg620Ter 
#428 WT WT WT WT p.Thr1140Met c.-1T>C p.Arg620Ter 
#435 WT p.Val194Ile WT p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C p.Arg620Ter 
#436 WT WT WT WT WT c.-1T>C p.Arg620Ter 
#437 WT p.Val194Ile WT p.Thr820Ala p.Thr1140Met c.-1T>C WT 
 
 
Correlación genotipo-retardo madurativo 
Entre los 199 pacientes analizados en este trabajo, 34 mostraron retardo madurativo. No obstante, la metodología 
empelada permitió identificar la alteración molecular causante de la patología en 25 de ellos. Para los 9 individuos 
restantes se debería continuar con la pesquisa de mutaciones puntuales con el fin de hallar la mutación causante de 
Distrofinopatía y retardo madurativo.  
La Dp427, como era de esperarse, se vio implicada en todas las alteraciones moleculares, no obstante, se vieron 
afectadas sólo estas isoformas largas en 8 (32%) de las mutaciones identificadas (Tabla 8). Por otro lado, la mayoría 
Abreviaturas: WT, wild-type. En negrita se muestra las variantes de secuencia en estado homocigota. 
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(64%, 16/25) de las variantes afectaron a la isoforma Dp140, frecuentemente asociada con el padecimiento de 
retardo madurativo. Finalmente, sólo 4 (16%) de las alteraciones moleculares afectaron todas las isoformas del gen 
DMD, por lo que también la Dp71 se vería alterada. 
Tabla 8. Alteraciones moleculares de los pacientes con retardo madurativo 
Pacientes Mutación Efecto sobre la traducción Isoformas afectadas 
#25/10 Deleción: 38 - (39-62) - 63 CML Todas 
#58 Deleción: 45 - (46-47) - 48 CML Dp427, Dp260 y Dp140 
#76 Deleción: 50 - (51-55) -56 CML Dp427, Dp260, Dp140 y Dp116 
#105 Deleción: 50 - (51-59) - 60 CML Dp427, Dp260, Dp140 y Dp116 
#133 Deleción:  52 - (53) - 54 CML Dp427, Dp260 y Dp140 
#137 Deleción: 55 - (56-79) --- Todas 
#153 Deleción: 9 - (10-11) - 12 CML Dp427 
#214 Deleción: (1-13) - 14 --- Dp427 
#266 Deleción: 2 - (3-7) - 8 CML Dp427 
#275 Deleción: 45 - (46-50) - 51 CML Dp427, Dp260 y Dp140 
#280 Deleción: 47 - (48-50) - 51 CML Dp427, Dp260 y Dp140 
#302 
c.8970_8971delGA (Exón 60) 
p.(Asn2991Argfs*6) 
CML Dp427, Dp260, Dp140 y Dp116 
#306 Deleción: 52 - (53-59) - 60 CML Dp427, Dp260, Dp140 y Dp116 
#319 Deleción: 44 - (45-55) - 56 Sin CML Dp427, Dp260, Dp140 y Dp116 
#324 Deleción 11 - (12-13) - 14 CML Dp427 
#360 Deleción: 44 - (45) - 46 CML Dp427, Dp260 y Dp140 
#419 c.3603+1G>T (Intrón 26) --- Dp427 
#420 c.8027+2T>C (Intrón 54) --- Dp427, Dp260 y Dp140 
#422 Deleción: 44 - (45-50) - 51 CML Dp427, Dp260 y  Dp140 
#429 
c.10108C>T (Exón 70) 
p.Arg3370* 




c.10785delG (Exón 75) 
p.Gln3595Hisfs*12 
CML Todas 
#450 Deleción: 25 - (26-32) - 33 Sin CML Dp427 y Dp260 




Sin CML Dp427 
#481 Duplicación: 1 - (2-25) - 26 CML Dp427 
 
Correlación genotipo-epilepsia  
Únicamente 4 del total de pacientes analizados presentaron comorbilidad Distrofinopatía y epilepsia. A 2 de 
ellos, se les identificó la mutación en el gen DMD (Tabla 9). Ambas, alteraciones moleculares afectan las isoformas 
Dp427 y Dp260, pero sólo la primera se expresa en el sistema nervioso central. 
Tabla 9. Resultados de los pacientes con Epilepsia 
Paciente Mutación Efecto sobre traducción Isoformas afectadas 
#397 Exoma: Sin alteración --- --- 
#422 Deleción: 44 - (45-50) - 51 CML Dp427, Dp260 y  Dp140 
#426 
Sin alteración. A la espera de 
los resultados del exoma. 
--- --- 
#451 Deleción: 42 - (43) - 44 CML Dp427 y Dp260 




La identificación de la alteración molecular en el gen DMD resulta clave para la confirmación del diagnóstico 
clínico presuntivo de Distrofinopatía, establecer la prognosis del paciente y, actualmente, establecer la estrategia 
terapéutica mutación-dependiente que se adecúe a cada caso particular. El algoritmo molecular diagnóstico 
comienza con la pesquisa de grandes rearreglos (deleciones y duplicaciones), para lo cual la metodología 
ampliamente seleccionada es la técnica de MLPA. El desarrollo de dicha técnica no sólo ha permitido detectar 
deleciones por fuera de las regiones hot spots sino, también, hallar de manera rápida y sencilla duplicaciones en el 
gen DMD. Por otra parte, el segundo paso clave del algoritmo molecular consiste en la búsqueda de mutaciones 
puntuales o pequeñas. En los últimos años, las técnicas de secuenciación masiva en paralelo (NGS) se han 
transformado en una alternativa accesible, confiable y sumamente informativa a la secuenciación de Sanger, gracias 
a las mejoras logradas en este campo y la importante disminución en sus costos.  
El laboratorio de Distrofinopatías fue creado en el año 1994, desde ese momento se llevan a cabo estudios 
moleculares diagnósticos en los individuos afectados con estas patologías en el país. Con el fin de actualizar las 
estrategias metodológicas y completar el algoritmo de pesquisa de mutaciones, durante el desarrollo de la presente 
tesis han sido puestas a punto e incorporadas la técnica de MLPA y análisis de WES. La detección de grandes 
deleciones y duplicaciones se viene realizando mediante MLPA desde el año 2012, mientras que la búsqueda de 
mutaciones puntuales se realizó por primera vez, en los 23 años de trabajo del laboratorio, en el año 2015.   
 En el presente trabajo se analizaron 200 pacientes con diagnóstico clínico presuntivo de Distrofinopatía, 
pertenecientes a 193 familias no emparentadas. Para ello se empleó un conjunto de metodologías entre las cuales se 
incluyó: PCRm, MLPA, Secuenciación de Sanger y WES. La estrategia implementada permitió confirmar el 
diagnóstico de Distrofinopatía en el 73,5% (147/200) de los pacientes, mediante la identificación de alteraciones 
moleculares en el gen DMD (Tabla 5, Figura 15A).  
Gran parte de los individuos en los que no se identificó la alteración molecular causante de la patología fueron 
sólo analizados empleando la técnica de MLPA. Por ello, pueden poseer mutaciones pequeñas en el gen DMD no 
detectadas por el MLPA o, incluso, contar con mutaciones regulatorias o intrónicas profundas. Por este motivo, 
debería continuarse la pesquisa de mutaciones mediante un estudio de WES o secuenciación del gen completo. Por 
otro lado, tampoco puede descartarse la posibilidad de un incorrecto diagnóstico clínico, en especial teniendo en 
cuenta el gran contraste sintomatológico entre los distintos cuadros de distrofia muscular (Tabla1). Dicha 
observación, sólo es aplicable en aquellos pacientes que no contaran con biopsia e inmunohistoquimica que indicara 
la ausencia o disminución de la proteína distrofina. 
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Entre los 53 individuos sin mutación identificada, se encuentran 7 a los cuales se les realizó el algoritmo 
molecular completo, pero no presentaron ninguna variante de secuencia deletérea en el gen. Estos pacientes, quienes 
cuentan con confirmación del cuadro clínico de Distrofinopatía gracias a los hallazgos histopatológicos, podrían 
poseer mutaciones en zonas regulatorias o mutaciones intrónicas profundas, las cuales no son detectadas por la 
metodología empleada. Con el fin de completar los estudios de estos pacientes, nos encontramos poniendo a punto 
la purificación y secuenciación del ARNm de DMD proveniente de biopsia muscular, lo cual permitiría identificar 
patrones aberrantes del splicing.  
Por otro lado, de acuerdo a lo reportado por Aartsma-Rus y colaboradores (2016), la frecuencia de las 
mutaciones regulatorias/intrónicas profundas es del 1%. Sin embargo, si consideramos sólo aquellos pacientes en 
los que se haya completado el algoritmo molecular o identificado una mutación en el gen DMD, la frecuencia de 
las mismas en nuestra población ascendería a 4,5% (7/154; Figura 15B). Incluso, dicho valor podría estar 
subestimado, ya que no es posible saber si al realizarse el estudio de WES a los pacientes con biopsia confirmatoria 











En base a los resultados presentados en el presente trabajo, se puede estimar que la tasa de detección de la técnica 
del MLPA fue 65% (104/160) mientras que la del WES fue 81,1% (30/37). Si bien el MLPA fue diseñado para la 
identificación de grandes deleciones y duplicaciones, permitió identificar 5 mutaciones pequeñas localizadas en la 
zona de hibridación de las hemisondas. Esto recalca la importancia de corroborar las deleciones de un único exón 
con una metodología alternativa, dado que la presencia de un mismatch en la región de hibridación es capaz de 
disminuir los niveles de amplificación del exón implicado, llegando a evidenciarse como deleción (Abbs et al, 2010). 
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Figura 15. Resultados de la cohorte analizada con Distrofinopatías. (A). Resultados obtenidos para la totalidad de los individuos 
analizados en el presente trabajo. (B). Relación de las alteraciones moleculares de cada clase identificadas en pacientes con 
mutación en el gen DMD o algortimo molecular diagnóstico completo. 
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cuantitativa. No obstante, dado que aún no contamos con otra técnica que permita evidenciar duplicaciones, las 
mismas sólo son informadas luego que 2 ensayos independientes de MLPA arrojen los mismos resultados. De igual 
manera, nos encontramos en este momento poniendo a punto los ensayos de PCR-Real Time con el fin de corroborar 
las duplicaciones halladas.   
Por otra parte, se calcularon los porcentaje observados para cada clase de alteración molecular considerando 
únicamente a los pacientes no emparentados con mutaciones identificadas en el gen DMD o con el algoritmo 
molecular completo y confirmación del diagnóstico de Distrofinopatía mediante biopsia, dado que al considerar la 
totalidad de los individuos analizados se alterarían los valores al incluir pacientes sin confirmación histopatológica 
o molecular del diagnóstico presuntivo (Figura 15B vs 15A). Las grandes deleciones en el gen DMD (al menos 1 
exón) resultaron el 54,4% (81/149) del total de las mutaciones, las duplicaciones consistieron en el 11,4% (17/149) 
y las mutaciones pequeñas el 28,9% (Figura 15B). Comparando los valores hallados con los reportados, las 
deleciones presentaron valores menores a lo esperado mientras que las mutaciones puntuales fueron observadas 
con mayor frecuencia a lo publicado (Guo et al, 2015; Aartsma-Rus et al, 2016). Una posible explicación para esta 
disconcordancia radica en que gran parte de la cohorte de nuestro país fue previamente analizada mediante PCRm, 
por lo que sólo aquellos con resultados negativo o deleción no acotada fueron reestudiados mediante la técnica de 
MLPA. Este hecho podría ser el motivo por el que las deleciones se encontraron en proporciones menores y las 
mutaciones puntuales mostraron frecuencias mayores a las esperadas. No obstante, si este fuera el caso, también 
deberían observarse en mayor proporción al esperado las duplicaciones, pero coincidieron con el valor de literatura.  
 En cuanto a las mutaciones puntuales identificadas, las mismas pueden subclasificarse en nonsense (14,1%, 
21/149), deleciones/duplicaciones (9,4%, 14/149) y mutaciones en sitios consenso de splicing (5,4%, 8/149). Si 
bien era de esperarse que las frecuencias de estas alteraciones moleculares fueran mayores a lo esperado, dado que 
la cantidad de mutaciones pequeñas superó el valor reportado, se puede observar que la relación entre ellas se 
mantiene (Aartsma-Rus et al, 2016). Tanto en la literatura como en la cohorte analizada las mutaciones nonsense 
son las más frecuentes entre las alteraciones moleculares pequeñas o puntuales. 
Puesto que las terapias moleculares mutación dependientes se encuentra siendo implementadas o cercanas a ser 
introducidas en nuestro país, se realizó una selección de los individuos candidatos para cada una de ellas. Se 
identificaron a 22 de los pacientes analizados como candidatos para la terapia de Ataluren o premature stop codon 
read-through. Estos pacientes corresponden al 14,3% (22/154) del total de pacientes con mutación identificada o 
alrotimo molecular completo, representando un porcentaje mayor al esperado (Bushby et al, 2014) pero lo cual se 
condice con el aumento en el número de mutaciones puntuales evidenciadas. En cambio, se verían beneficiados 12 
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de los pacientes con la terapia de Exon skipping del exón 51, los cuales representan el 7,8% (12/154). Dicho valor 
resultó menor al 13% reportado en la literatura, pero coincide con la menor frecuencia de deleciones evidenciadas 
en la cohorte de estudio (Helderman- van den Enden et al, 2010).   
Cambiando el foco de la discusión hacia la correlación genotipo-fenotipo, se determinó la ocurrencia de 
corrimiento del marco de lectura o la ausencia de corrimiento en 109 de las alteraciones identificadas. Sin embargo, 
se pudo establecer que la teoría del corrimiento del marco de lectura se cumplió en el 78,9% (86/109) de los casos. 
Dicho valor fue menor al reportado, pero probablemente esté siendo subestimado dado que no se contó con datos 
clínicos suficientes para determinar el fenotipo observado para 10 de los pacientes (Monaco et al, 1988; Tuffery-
Giraud et al, 2009).  
Por otro lado, no fue posible establecer la presencia o ausencia de corrimiento del marco de lectura en 4 
deleciones que afectaron al menos 1 de los extremos del gen DMD. Sin embargo, se espera que posean un fenotipo 
grave dado que los dominios de unión a Actina y C-terminal son necesarios para la interacción de la distrofina con 
las proteínas del citoesqueleto y del sarcolema y, por ende, fundamentales para que pueda llevar a cabo su función.  
Además, tampoco pudo ser establecido el efecto sobre el marco de lectura de la deleción-duplicación, ya que se 
desconoce la estructura resultante de dicho rearreglo. 
Entre los pacientes que no cumplieron con la “Teoría del corrimiento del marco de lectura” se encuentran 12 
con fenotipo esperado de DMB pero con cuadro clínico de DMD. Los pacientes #50 (deleción: 3-23), los hermanos 
#165-#166 (deleción: 3-41), #182 (c.10101_10103delAGA), #293 (deleción: 5), #305 (deleción: 3-29), #400 
(deleción: 3) y #470 (c.120_131delCTTCAGTGACCT) cuentan con deleciones en marco afectando el dominio de 
unión a actina. Por ende, se podría explicar la gravedad de los síntomas generados por estas mutaciones dado que 
afectarían la capacidad de la distrofina de anclarse al citoesqueleto. Esto reflejaría la incapacidad de mantener la 
interacción con la actina y la funcionalidad de la distrofina del subdominio de unión actina ubicado en el dominio 
rod de la proteína. Por otro lado, para validar la patogenicidad de las variantes identificadas en los pacientes #182 
y #470 se emplearon distintas estrategias, entre ellas modelado molecular, análisis de conservación aminoacídica e 
importancia relativa en la estructura secundaria y estudios de segregación intrafamiliar. Dicho análisis no sólo 
permitió validar el efecto deletéreo de las variantes de secuencia, sino que también logró su establecimiento como 
algoritmo validatorio de mutaciones de efecto patogénico dudoso.  
Los pacientes de fenotipo DMD #44 (deleción: 45-48), #319 (deleción: 45-55), #450 (deleción: 26-32) y #502 
(deleción: 45-51) poseen mutaciones que no alteran el marco de lectura y que se localizan en el dominio rod o 
central. Estas discrepancias podrían explicarse por datos clínicos erróneos o incompletos, o que pertenezcan 
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realmente a fenotipos intermedios (DMI) e, incluso, por genotipos para los modificadores moleculares no 
beneficiosos para la progresión de la patología. Finalmente, más estudios deberían llevase a cabo para establecer el 
origen de estas diferencias. 
Contrariamente a los pacientes antes mencionados, los individuos #67 (deleción: 51-55), #70 (c.10227delC, 
exón 71) y #398 (c.10453dupC, exón 74) presentaron mutaciones que generan corrimiento en el marco de lectura 
pero fenotipos leves de tipo DMB. Los cuadros asociados a estas 3 mutaciones se explicarían por la ocurrencia de 
salteo del exón o Exon skipping natural en las células, dado que de esta forma se recompondría el marco de lectura 
(Roberts et al, 1991). No obstante, esta hipótesis debería ser testada mediante la secuenciación del ARNm obtenido 
de la biopsia de músculo esquelético de estos pacientes.  
En cuanto a las mutaciones nonsense, se espera que conlleven a fenotipos graves de tipo DMD debido a la 
aparición de un codón de Stop prematuro. El cuadro clínico presentado por los pacientes con mutaciones nonsense 
coincidió con el esperado para todos los casos, salvo uno donde no se contó con información suficiente como para 
establecerlo. En cambio, para las mutaciones que afectaron los sitios consenso de splicing se observó que tanto por 
salteo de exón como por retención de intrón conllevarían a corrimientos del marco de lectura y la aparición de un 
codón Stop prematuro. Validando esta observación se evidenció que 7 de los pacientes con alteraciones moleculares 
en los sitios consenso del splicing presentaron cuadros compatibles con DMD. Sin embargo, el paciente #368 
(c.8217+2T>G, intrón 55) presentó un fenotipo leve, lo cual podría deberse a pequeñas cantidades de proteína 
distrofina generadas por la ocurrencia del splicing correctamente llevado a cabo.  
También, vale la pena destacarse que los pacientes no emparentados #215 y #241 presentaron la misma deleción 
abarcando los exones 45-48, la cual se correlaciona con un fenotipo de DMB de acuerdo a la “Teoría del corrimiento 
del marco de lectura” pero, además, se asocia a CDLX (Cohen y Muntoni, 2004). Ambos individuos presentaron 
una distrofia muscular leve acompañada de un cuadro importante de cardiomiopatía y niveles elevados de CPK. 
Más aún, #215 se encuentra en lista de espera para trasplante de corazón mientras que #241 tuvo una hermana 
que falleció de cardiomiopatía que padecía de dificultades en la marcha. Estos pacientes sirven de ejemplo del 
espectro fenotípico continuo entre DMB y CDLX, evidenciándose que el límite entre ambas presentaciones no es 
claro.  
Por otra parte, se llevó a cabo un análisis pronóstico empleando los genotipos para los modificadores moleculares 
en los pacientes estudiados mediante WES. Si bien se pudo establecer en qué pacientes se espera una pérdida 
temprana o tardía de la capacidad de deambulación, aún se requieren estudios que permitan validar la aplicabilidad 
de estos genes. En particular, debido a las diferencias en los MAF observados para todos los SNPs con respecto a la 
Capítulo 1: Análisis molecular de pacientes con Distrofinopatía                                                                                                              Discusión 
73 
  
población mundial de 1000 genomas, se sospecha de problemas de estratificación étnica en los trabajos en los que 
fueron reportados estos genes como modificadores moleculares. Por ello, es necesario llevar a cabo un estudio 
traslacional y longitudinal en pacientes pertenecientes a la cohorte afectada con Distrofinopatía de nuestro país, con 
el fin de corroborar la utilidad y el efecto de los modificadores en su conjunto. Dicho estudio se realizará en nuestro 
laboratorio, en el marco de trabajo de posdoctorado de la tesista y comenzará en 2018. 
En referencia al análisis de las variantes de secuencia missense y sinónimas identificadas mediante la técnica de 
WES, se destaca el hecho de que las mutaciones clasificadas como benignas aún se encuentran reportadas en la base 
de datos de mutaciones asociadas al desarrollo de Distrofinopatía perteneciente a la Universidad de Leiden (LOVD). 
Dada su elevada frecuencia poblacional, se ha corroborado que se trata de polimorfismos por lo que deberían ser 
eliminadas de dicha base de datos mediante un cuidadoso proceso de curación de la misma. Además, este estudio 
sirvió de ejemplo para demostrar la necesidad de implementar más de un software predictor para establecer el efecto 
fisiopatológico de una dada variante de secuencia, ya que cada uno emplea un algoritmo particular por el cual se 
pueden obtener resultados contradictorios.  
El estudio de la comorbilidad entre Distrofinopatía y retardo madurativo permitió observar que sólo el 32% de 
los pacientes presentaron alteraciones moleculares que afectaron únicamente a las isoformas largas del gen DMD 
(Dp427), mientras que la gran mayoría (64%) involucraron la Dp140. Esto se condice con lo reportado en la 
literatura, donde se establece que la isoforma más involucrada en el desarrollo de retardo madurativo sería la Dp140 
(Chamova et al, 2013). No obstante, dado su función moduladora de los receptores GABAA, se entiende su 
correlación con este cuadro (Brünig et al., 2002). Además, un 16% de las alteraciones moleculares afectaron todas 
las isoformas asociadas al sistema nervioso central, por lo que se esperaría que los pacientes que las portaran 
presentaran los retardos madurativos más graves debido el efecto acumulativo de la pérdida de dichas isoformas. 
Sin embargo, este análisis se vería enriquecido si se contara con datos exactos de los IQ y trastornos específicos de 
cada paciente, por lo que podría ser mejorado a futuro. 
Para la correlación Distrofinopatías con epilepsia no se contó con un alto número de pacientes y aún no se 
identificó la mutación causante de la patología en todos ellos. Pero, las dos alteraciones moleculares halladas 
sugieren una asociación entre el cuadro clínico y la ausencia de las Dp427. Puesto que esta isoforma se encarga de 
la inhibición de la neurona postsináptica por medio de la regulación de los receptores GABAA y, por ende, 
controlando la excitabilidad neuronal, la ausencia de la Dp427 podría explicar la hiperexcitabilidad evidenciada 
en pacientes con epilepsia (Goodwin et al, 1997). 
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Finalmente y a modo de conclusión, se puede destacar la aplicabilidad del algoritmo molecular diagnóstico para 
la identificación de alteraciones moleculares en el gen DMD, el establecimiento de la prognosis del paciente, la 
detección de individuos candidatos para las terapias moleculares mutación dependiente que se empiezan a 
implementar en nuestro país, el análisis de los genes modificadores moleculares del fenotipo de Distrofinopatía y el 
hallazgo de causas que permitan explicar las comorbilidades de la Distrofinopatía con el retardo madurativo y la 
epilepsia.              
 
 




CAPÍTULO 2: MUJERES SINTOMÁTICAS CON DISTROFINOPATÍA 
 
i. Introducción 
Debido al patrón de herencia de las Distrofinopatías, ligadas al cromosoma X y recesivas, son los varones quienes 
se ven afectados con estas patologías mientras que las mujeres son portadoras asintomáticas de las alteraciones 
moleculares en el gen DMD. En gran medida el término “portadora asintomática” no suele ser exacto, dado que 
estas mujeres suelen presentar algunos síntomas leves y no progresivos de estas enfermedades como ser valores de 
la enzima CPK elevados, calambres y agrandamiento de los gemelos (hipertrofia gemelar). En general, las mujeres 
portadoras, sin antecedentes de la patología en su familia, no suelen conocer la significancia de dichos síntomas 
dada la falta de examinación completa y lamentablemente muchas de ellas confirman el diagnóstico cuando tienen 
hijos afectados de Distrofinopatía (Soltanzadeh et al, 2010).  
 No obstante, el término “portadoras asintomáticas” permite establecer una diferencia con las mujeres 
denominadas “sintomáticas” de Distrofinopatía, las cuales presentan cuadros clínicos muy similares a los de los 
varones afectados. De igual manera que existe, para los varones afectados, un rango fenotípico continuo cuyos 
extremos son los cuadros clásicos de DMD y BMD, se observa una gran variabilidad en la presentación clínica en 
las mujeres sintomáticas (Moser y Emery, 1974). Dicha variabilidad se puede apreciar en la edad al comienzo de 
los síntomas y en el grado de debilidad muscular,  ya que se han descripto casos de mujeres con debilidad muscular 
moderada hasta algunas con cuadros de distrofia muscular de progresión rápida, similares a DMD (Brioschi et al, 
2012).     
En base a la presencia de signos de debilidad muscular, se ha estimado que entre el 2,5-8% de las mujeres 
portadoras de alteraciones moleculares en el gen DMD son sintomáticas (Soltanzadeh et al, 2010; Norman y Harper, 
1989). Si bien la frecuencia de ocurrencia es baja, se han publicado numerosos trabajos que se han dedicado a la 
completa caracterización de estas mujeres, siendo el primer caso reportado en el año 1934 por Kryschowa y 
Abowjan.  
Finalmente, las mujeres portadoras sintomáticas pueden presentar cuadros de cardiopatía dilatada, ya sea 
acompañada de distrofia muscular o por sí sola, similar a CDLX (Kinoshita et al, 1995; Schade van Westrum et al, 
2011). La prevalencia de las mujeres afectadas con cardiopatía varía entre el 7% y el 75% dependiendo de la 
definición de cardiopatía dilatada implementada en cada trabajo (Schade van Westrum et al, 2011). Sin embargo, 
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al analizarse en simultáneo la implicancia del músculo esquelético y del músculo cardíaco, se ha reportado que la 
proporción de mujeres sintomáticas es aproximadamente del 22% (Hoogerwaard et al, 1999). 
 
Mujeres sintomáticas y mecanismos moleculares descriptos  
Varios mecanismos moleculares pueden explicar la existencia de sintomatología en mujeres portadoras de 
Distrofinopatía. Algunos implican la ocurrencia de aberraciones cromosómicas tales como: monosomía del 
cromosoma X o Síndrome de Turner (45, X0), disomía uniparental del cromosoma X y translocaciones balanceadas 
X:autosoma con el punto de ruptura involucrando el gen DMD (Boyd et al, 1986; Quan et al, 1997; Verma et al, 
2017). Tanto la monosomía como la disomía uniparental deben contar con un segundo evento mutacional, el cual 
conduzca a la presencia de una alteración molecular en DMD en el cromosoma portado por estas mujeres. Por otro 
lado, patrones de inactivación no azarosos del cromosoma X han sido ampliamente asociados tanto al desarrollo de 
sintomatología en mujeres portadoras como para explicar las diferencias entre los cuadros clínicos entre ellas 
(Figura 16).   
La inactivación del cromosoma X es el silenciamiento transcripcional de la mayoría de los genes ubicados en 
dicho cromosoma y el mecanismo implementado por los mamíferos para la compensación de dosis entre machos y 
hembras. La selección del cromosoma a inactivarse ocurre al azar y tiene lugar en los estadios tempranos del 
desarrollo embrionario, cuando el embrión cuenta con aproximadamente 12 células totipotenciales, siendo luego 
mantenido clonalmente.  
En cambio, se considera inactivación sesgada cuando acaece una inactivación preferencial de uno de los 
cromosomas X en particular. Dicho proceso puede deberse al mismo azar, es decir que se seleccionó en todas las 
células embrionarias el mismo cromosoma X al momento de elegirse cuál inactivarse,  mutaciones en los genes XIST 
y Tsix (los cuales son piezas claves del proceso de selección del cromosoma X a inactivarse) o por la presencia de 
rearreglos cromosómicos por los cuales se tienda a optar por que mantenga en mejor medida la compensación de 
dosis (Brown y Robinson, 2000). Es por esto último, que las mujeres que presentan translocaciones balanceadas 
X:autosoma presentan sintomatología, ya que se inactiva de forma no azarosa el cromosoma normal como 
mecanismo de prevención a la ocurrencia de monosomía para las regiones implicadas del autosoma (Boyd et al, 
1986).   
Sin embargo, la relación entre la inactivación sesgada del cromosoma X y la presentación de sintomatología en 
mujeres portadoras radica en el hallazgo de casos de gemelas monocigóticas con alteraciones moleculares 
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heterocigotas en el gen DMD, las cuales presentaron diferentes patrones de inactivación del cromosoma X 
resultando en la manifestación de signos clínicos sólo en una de ellas (Richards et al, 1990). Incluso esta teoría 
cobró mayor relevancia gracias a las determinaciones moleculares que permitieron cuantificar la relación de 
inactivación entre ambos cromosomas X para las mujeres sintomáticas (Azofeifa et al, 1995). No obstante, otros 
trabajos donde también fueron llevados a cabo los mencionados ensayos de inactivación del cromosoma X,  
mostraron ausencia de una clara correlación entre el patrón de inactivación y el fenotipo, evidenciando mujeres 
sintomáticas con presencia y ausencia de inactivación sesgada del cromosoma X (Soltanzadeh et al, 2010; Juan-








Ensayos para el análisis de los patrones de inactivación del cromosoma X 
Las características principales que deben poseer los loci y las metodologías para ser implementados en el análisis 
de los patrones de inactivación del cromosoma X son: 1. Los loci deben localizarse en cromosoma X; 2. No deben 
escapar a la inactivación del cromosoma; 3. Los loci deben ser altamente polimórficos de modo de poder diferenciar 
ambos alelos; 4. El ensayo debe ser cuantitativo dado que determinarse la proporción de células que inactivan uno 
u otro cromosoma X; 5. El ensayo debe ser lo suficiente robusto y certero para poder realizar determinaciones 
cuantitativas en gran variedad de tejidos (Swierczek et al, 2012). 
El locus más comúnmente implementado es el repetitivo trinucleótido (CAG)n localizado en el exón 1 del gen 
AR. Dicho gen codifica para el receptor de andrógenos, cuya activación entre la 8va y 13ra semana de gestación es 
un paso clave para la determinación sexual (Achermann y Hughes, 2008). Dicho locus cuenta con 3 grandes 
ventajas: presenta una isla CpG adyacente al repetitivo, posee 2 sitios de corte para la enzima de restricción sensible 
a la metilación HpaII los cuales se encuentran metilados en el cromosoma inactivo y tiene un alto grado de 
heterocigocidad (Allen et al, 1992). Aproximadamente el 90% de las mujeres muestran patrones heterocigotas para 
este locus (Sleddens et al, 1992).  
Figura 16. Patrones inmunohistoquímicos contra la proteína 
Distrofina de biopsias de músculo esquelético. A. Se observa el 
patrón característico de un músculo sano, donde la Distrofina se 
localiza en la periferia de cada fibra. B. Patrón mosaico para la 
tinción característico de mujeres portadoras sintomáticas. En 
general, la gravedad de la sintomatología de las pacientes 
dependerá de la cantidad de parches de fibras positivas para 
Distrofina. [Imágenes pertenecientes al trabajo de Muntoni y 
colaboradores (2003)]   
Tejido muscular normal 
Tejido de muscular de 
portadora sintomática 
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Pese a todas las características prometedoras del ensayo HUMARA (Human Androgen Receptor Assay), no resulta 
de utilidad en aquellas mujeres que resultan homocigotas para el locus analizado. Además, ha sido reportado que 
el estado de metilación de los loci en el cromosoma X inactivo es heterogéneo, algunos se encuentran hipometilados 
mientras que otros hipermetilados en ciertos individuos. Por lo que analizar un único loci puede no ser informativo 
del patrón de inactivación del cromosoma X, lo cual podría explicar los diferentes reportes que muestran la falta o 
existencia de asociación entre la sintomatología de las pacientes para enfermedades recesivas ligadas al X y el estado 
de inactivación del cromosoma X determinado mediante el test HUMARA.  
  
El presente capitulo se centra en el estudio y caracterización de 12 mujeres con cuadros clínicos indicativos de 
mujeres portadoras sintomáticas para Distrofinopatía. La relevancia del análisis radica en el alto número de mujeres 
analizadas que manifiestan clínica, pertenecientes a la cohorte argentina afectada con estas patologías. El objetivo 
es colaborar con la compresión de las bases genéticas y moleculares que se asocian al desarrollo de sintomatología 
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ii. Materiales y Métodos 
Pacientes 
Se analizó un total de 12 mujeres con sintomatología de Distrofia Muscular y sospecha clínica de Distrofinopatía. 
Las mismas fueron derivadas desde distintos centros de salud de nuestro país, con el objetivo de confirmar el 
diagnóstico clínico presuntivo. Estas mujeres fueron referidas a nuestro laboratorio durante el período marzo 2000- 
noviembre 2017. Si bien gran parte de las mujeres ingresaron con anterioridad al desarrollo de este trabajo, se 
completó el diagnóstico mediante las nuevas técnicas puestas a punto. 
El diagnóstico presuntivo de Distrofinopatía fue establecido en base a los hallazgos clínicos, bioquímicos e 
histológicos. Las características de cada una de ellas se encuentran detalladas en la Tabla 10. Se trabajó en conjunto 
con la División de Genética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”, donde se informó acerca de los estudios 
moleculares a realizarse y se tomó nota de los antecedentes de las pacientes. La mayoría de las mujeres no 
presentaban antecedentes previos de distrofia muscular en la familia, mientras que 4 de ellas contaban con más de 
un afectado en su familia (#109, #492, #645 y #14/11). Cabe destacarse que la niña #514 provenía de padres 
consanguíneos (primos hermanos). 
El protocolo de trabajo se desarrolló respetando la declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial y la 
Declaración Internacional sobre datos genéticos de la UNESCO, como así también sus actualizaciones respectivas. 
El Plan fue aprobado por el comité de ética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”. Los pacientes o sus tutores 
legales firmaron el consentimiento informado.  
 
Muestras 
Se obtuvo sangre periférica anticoagulada con EDTA al 5% de las pacientes y sus familiares. Se obtuvo ADNg de 
leucocitos mediante el método de CTAB (Murray y Thompson 1980), previamente descripto en el Capítulo 1. La 
cuantificación del ADNg se llevó a cabo implementando el espectrofotómetro DeNovix ds-11 [DeNovix Inc., 
Wilmington, Delaware, USA] y la calidad del mismo se determinó por los cocientes A260nm/A280nm y 
A260nm/A230nm. Las muestras fueron mantenidas a -20°C. 
 
Pesquisa de mutaciones en el gen DMD 
La búsqueda de alteraciones moleculares fue realizada implementando las siguientes técnicas: Segregación de 
Short Tandem Repeats (STRs) intragénicos, MLPA y Secuenciación de Exoma Completo.  
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Segregación de STRs intragénicos 
Puesto que en mujeres la presencia de un cromosoma X normal enmascara las deleciones al ser analizadas 
mediante PCR y dada la falta de disponibilidad de técnicas cuantitativas en nuestro laboratorio, previamente a la 
puesta a punto del MLPA, se procedió a buscar deleciones en estas mujeres mediante segregación de marcadores 
(STRs-(CA)n)  intragénicos. 
Los ensayos previos al año 2011 fueron llevados a cabo implementando primers marcados con 32P. Se contaban 
con primers para la amplificación de 9 STRs, los cuales mapean en la región 5´ del exón 1 (STR DYS II) y en los 
intrones 7 (STR7A), 25 (STR25), 44 (STR44), 45 (STR45), 49 (STR49), 50 (STR 50), 62 (STR62) y 79 (STR 79). La 
secuencia de los primers fue obtenida de la página Leiden Muscular Dystrophy [http://www.dmd.nl]. Brevemente, 
la reacción de PCR fue llevada a cabo mezclando 120 ng de ADNg, 15 pmoles del primer forward  marcado con 32P, 
15 pmoles del Primer Reverse sin marcar, buffer de PCR (10 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl), 0,2 mM de cada 
dNTP [Inbio Highway S.A., Tandil, Argentina] y 0,75 unidades de Taq Polimerasa [Inbio Highway S.A., Tandil, 
Argentina] en un volumen final de 25µl. Las muestras fueron desnaturalizadas a 94°C por 4´, seguido por 35 ciclos 
de desnaturalización (94°C por 1´), annealing (60°C por 1´) y extensión (72°C por 1´), concluyendo con un periodo 
de extensión final a 72°C por 10´ [termociclador MiniCycler PTC-150, MJ Research]. Luego, 2-4 µl de los productos 
de reacción fueron mezclados con 1 volumen de “solución de Stop” (98% formamida, 0,5% EDTA, 0,05% azul de 
bromofenol y 0,05% xileno cianol) y desnaturalizadas a 95°C por 3 min. Los productos de PCR fueron analizados 
mediante una corrida electroforética en geles para secuenciación de poliacrilamida desnaturalizante. Finalizada la 
corrida, el gel resultante fue fijado con 10% ácido acético por 20 min y lavado en agua destilada por otros 20min 
más. Finalmente, autoradiografías de los geles fueron generadas a temperatura ambiente con periodos de 1-3 días.  
A partir del año 2011 hasta la actualidad, la amplificación de STR se lleva a cabo empleando primers específicos 
marcados con 6-amidita de fluoreceína (6-FAM). Se contaba con primers para 6 STRs localizados en la región 5´ 
del exón 1 (STR DYS II) y los intrones 44 (STR44), 45 (STR45), 49 (STR49) y 62 (STR62). La secuencia de los mismos 
fue obtenida de la página Leiden Muscular Dystrophy [http://www.dmd.nl]. La reacción de PCR constó en la mezcla 
de 120 ng de ADNg, 0,3 µM del primer forward marcado con 6-FAM, 0,3 µM del primer reverse sin marca, buffer 
de PCR (10 mM tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl), 0,2 mM de cada dNTP [Inbio Highway S.A., Tandil, Argentina]  y 0.5 
unidades de Taq polimerasa [Inbio Highway S.A., Tandil, Argentina] en un volumen final de 25µl. Las muestras 
fueron desnaturalizadas a 94°C por 3´, seguido por 33 ciclos de desnaturalización (94°C por 30´´), annealing (58°C 
por 30´´) y extensión (72°C por 30´´), terminando con un periodo de extensión final a 72°C por 10´ [termociclador 
Veriti, Applied Biosystems, Foster City, California, USA]. Los productos fueron analizados en un secuenciador 
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automático para fragmentos [Servicio de Macrogen; ABI 3730 XL, Applied Biosystems, Foster City, California, USA] 
con 500Liz como standard interno. El análisis de los datos se llevó a cabo usando el software PeakScanner [Applied 
Biosystems, Foster City, California, USA].  
 
Ensayo de MLPA 
La búsqueda de grandes deleciones y duplicaciones se realizó mediante el kit comercial de MLPA. El ensayo fue 
realizado y los resultados fueron analizados como se ha descripto en el Capítulo 1. 
 
Secuenciación de Exoma Completo 
Este estudio fue llevado a cabo para una de las pacientes (#152). Descartados los grandes rearreglos del gen, se 
buscaron pequeñas mutaciones mediante esta metodología. El ensayo, el análisis bioinformático y la selección de las 
variantes probablemente patogénicas fueron llevados a cabo como fue mencionado en el Capítulo 1. 
 
Ensayo HUMARA: Determinación del patrón de inactivación del cromosoma X    
Los siguientes ensayos se realizaron con la colaboración de la Dra. Pamela Radic y el Dr. Carlos De Brasi del 
Laboratorio de Genética Molecular de Hemofilia del Instituto de Medicina Experimental (IMEX), CONICET – 
Academia Nacional de Medicina. 
La cuantificación de la inactivación del cromosoma X se llevó a cabo mediante el ensayo AR (gen del receptor de 
andrógenos humano) acorde ha sido previamente descripto por Allen y colaboradores (1992), con leves 
modificaciones (Figura 17). Brevemente, se prepararon 2 reacciones para cada paciente a analizar: 2μg de ADNg 
fueron tratados (T) con 20 unidades de HpaII (enzima de restricción sensible a la metilación) y otros 2μg de ADNg 
no fueron tratados (N), los cuales fueron incubados con el buffer de digestión de la enzima pero sin ella. Ambas 
reacciones de volumen final de 20μl, fueron incubadas a 37°C overnight y la digestión enzimática fue detenida por 
calentamiento a 95°C durante 10 min.   
2 μl de la muestra tratada (T) y sin tratar (N) fueron usados como templado para la amplificación por PCR-
touchdown del repetitivo altamente polimórfico (CAG)n ubicado en el exón 1 del gen AR (Xq12, OMIM 313700). 
Los productos de PCR T y N fueron analizados en un secuenciador automático para fragmentos [ABI 3130 XL, 
Applied Biosystems, Foster City, California, USA]. La cuantificación de los productos de ambos cromosomas X fueron 
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determinados implementando el software GeneMarker [Softgenetics, State College, Pennsylvania]. El patrón de 
inactivación del cromosoma X (XIP) fue calculado empleando la siguiente ecuación: 




donde A y B corresponden a los dos loci presentes en la muestra no tratada, mientras que A´ y B´ corresponden a los 
loci de la muestra tratada con la enzima HpaII. El análisis estadístico fue llevado a cabo empleando el programa 
GraphPad Prism5.0 [USA]. De acuerdo a lo descripto por Amos-Landgraf y colaboradores (2006), el patrón de 
inactivación del cromosoma X fue considerado como azaroso para valores ≤80% (proporciones≤80:20), 




Figura 17. Descripción esquemática del algoritmo de trabajo del ensayo HUMARA 
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Biopsia Muscular e 
inmunohistoquímica 
Estado actual Cariotipo 






Alteración en la 
marcha. Dificultad 





leve y comportamiento 
agresivo desde la niñez. 
Completó la primeria y 
no concurrió a la 
secundaria. 
Alteraciones miopáticas 
crónicas, características de 
distrofia muscular. Niveles de 
inmunomarcación para Dys 
1, 2 y 3 inferiores al normal. 
Aún deambula con 
cojera. Tratamiento 
fisioterapéutico. No 
realiza esfuerzo físico 




























durante la escuela 
secundaria. Escolaridad 
normal. 
Niveles de inmunomarcación 
para Dys 1, 2 y 3 inferiores 
al normal. 
Realiza cursos de 
computación. Lado 
izquierdo de su cuerpo 
más comprometido que 
el derecho. Camina 
dentro de su casa, para 
distancias más largas 
usa silla de ruedas. 
- - - 























crónicas, características de 
distrofia muscular. 
Inmunomarcación para Dys 
2 y 3 negativa o atenuada 
Realizando una carrera 
universitaria. Camina 
dentro de su casa, para 
distancias más largas 
usa silla de ruedas 
motorizada. No puede 
levantar los brazos. 
- - - 






Dejó de caminar a los 
19 años y mostraba 






de aprendizaje y 
comportamiento. 
- - - 












para caminar y 





Diagnóstico de autismo 
severo a los 3 años. 
Agresividad. No habla. 
Alteraciones miopáticas 
crónicas, características de 
distrofia muscular. Niveles de 
inmunomarcación para Dys 
1, 2 y 3 inferiores al normal, 
distribución en mosaico 
Requiere cuidados 
especiales por la 




- - - 
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Biopsia Muscular e 
inmunohistoquímica 







- - - 
Debilidad progresiva 
y fatiga. Dejó de 
caminar a los 6 años. 
Disfunción bronquial. 
- - - 
Escolaridad incompleta 
por la severidad del 
deterioro muscular. 
- - - 
Falleció por paro 
cardíaco. 
- - - 





Caídas frecuentes y 







de aprendizaje y 
comportamiento. 
Escolaridad Normal. 
Hipertrofia, gran recambio 
por tejido adiposo. 
Mayormente sin cambios 
ultraestructurales. Niveles 
disminuidos de Dys 1, 2 y 3, 
con distribución difusa. 
Podría ser disminución 
secundaria. 
Realizando una carrera 
universitaria. Aún 
camina, presenta 
dificultad para subir 
escaleras y no corre. 
- - - 
#14/11 6 años - - - 
9.964 
UI/L 
Anomalías en la 
marcha. Retardo en el 
desarrollo. A los 9 
años dejó de caminar 




- - - - - - - - - Desconocido 45, XO 







Debilidad muscular y 
fatiga. Calambres en 
miembros superiores 
e inferiores. Mialgias. 
Control cardiológico 







- - - 
Niveles de inmunomarcación 
para Dys 1, 2 y 3 
conservados.  
Desconocido - - - 









dilatada con deterioro 
severo de la función 
sistólica del ventrículo 
izquierdo.  
- - - 




- - - 
Tiene un marcapasos. 
Controles cardiológico 
y respiratorio normales. 
No se descarta 
necesidad de 
transplante en un 
futuro.  
- - - 
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Biopsia Muscular e 
inmunohistoquímica 
Estado actual Cariotipo 




Signo de Gowers 
positivo, pie plano y 
genu valgum. 
Afecciones comunes 
de las vías 
respiratorias 
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A continuación se detallan los resultados de los estudios moleculares realizados en las mujeres sintomáticas. 
Como puede observarse, los mismos fueron agrupados por paciente de modo de facilitar su análisis y comprensión. 
 
Paciente #287 
La paciente proviene de una familia sin antecedentes previos de Distrofinopatía, incluso cuenta con un hermano 
sano. Mediante el estudio de segregación realizado en el año 2000 se evidenció una deleción del alelo materno para 
el STR 7A (Figura 18A), este hallazgo permitió confirmar el diagnóstico presuntivo de Distrofinopatía.  Además, 
dado que tanto la paciente como su hermano sano heredaron el mismo cromosoma X de su madre, pero sólo ella 
porta la deleción en el STR 7A, se puede inferir que se trata de una mutación de novo. La misma se puede haber 
producido tanto en la embriogénesis de la paciente como en la de su madre, por lo que esta última podría ser un 
mosaico germinal para la mutación.  
Al instaurarse la técnica de MLPA en nuestro laboratorio, se logró no sólo corroborar la deleción evidenciada por 
segregación de STRs sino también establecer los bordes de la misma. La paciente porta una deleción que abarca los 
exones 7 al 29 del gen DMD (Figura 18B). Dicha mutación generaría un corrimiento del marco de lectura con la 




























































C Figura 18. Resultados de los estudios moleculares de la paciente 
#287. A. Segregación de STRs intragénicos. Marcado con el recuadro 
naranja se muestra el locus delecionado en la paciente. B. En la parte 
superior se muestra la salida del software Genemarker para la técnica 
de MLPA. En la parte inferior, un esquema de la deleción hallada en 
el gen DMD y la predicción del corrimiento del marco de lectura. C. 
Resultado del test HUMARA para la inactivación del cromosoma X. 
Salsa P034 Salsa P035 
CML: Stop prematuro UAA a 4 bases del punto de ruptura. 
Exón 6 Exón 30 Exón 7 Exón 29 
Punto de ruptura 5´ Punto de ruptura 3´ 
2 
B 
Gen DMD 1 
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Con el objetivo de establecer la causa de la sintomatología de la paciente, se determinó el patrón de inactivación 
del cromosoma X. La paciente mostró una inactivación extremadamente sesgada (XIP:94,4%), por lo cual se 
sospecha que el cromosoma X normal sería inactivado preferentemente mientras que aquel que porta la alteración 
molecular sería el que se estaría expresando en la mayoría de las células (Figura 18C).  
 
Paciente #334 
Al igual que la paciente anterior, #334 proviene de una familia sin antecedentes previos de Distrofinopatía y 
posee un hermano sano. En 2001, la segregación de STRs intragénicos permitió detectar un patrón hemicigota para 
los STR 49 y STR 50, lo cual confirmó el diagnóstico clínico presuntivo de Distrofinopatía (Figura 19A). Para el STR 
45, se observó la presencia del alelo I pero, dado que ambos padres portaban ese alelo, no pudo establecerse si la 
paciente era homocigota o hemicigota para dicho marcador. Por otro lado, la alteración molecular mapea en el 
cromosoma X paterno, por lo que fue posible descartar a la madre de la paciente de ser portadora y, puesto que el 
padre es sano y no porta la deleción, se pudo establecer que se trató de un evento de novo. 
Mediante el MLPA se estableció que la deleción abarca los exones 45 al 52 inclusive, lo que conllevaría a un 
corrimiento en el marco de lectura que generaría la aparición de un codón UGA de Stop de la traducción a 64 bases 
del punto de ruptura de la deleción (Figura 19B). Al conocerse todos lo exones implicados en la alteración molecular, 
se pudo esclarecer que la paciente era hemicigota para el alelo I del STR 45 (Figura 19A).  Finalmente, el test 
HUMARA permitió identificar un patrón totalmente sesgado (XIP: 100%) de inactivación del cromosoma X en la 




















































Salsa P034 Salsa P035 
CML: Stop prematuro UGA a 64 bases del punto de ruptura. 
Exón 44 Exón 53 Exón 45 Exón 52 
Punto de ruptura 5´ Punto de ruptura 3´ 
B 
3 2 Gen DMD 
C 
Figura 19. Resultados de los estudios moleculares de la paciente #334. A. 
Segregación de STRs intragénicos. Remarcado en naranja se muestran los 
loci delecionados. B. En la parte superior se muestra la salida del software 
Genemarker para la técnica de MLPA. En la parte inferior, un esquema de 
la deleción hallada en el gen DMD y la predicción del corrimiento del 
marco de lectura. C. Resultado del test HUMARA para la inactivación del 
cromosoma X. 




La paciente, proveniente de un caso esporádico, mostró un patrón hemicigota para el STR 45 mediante el estudio 
de segregación de alelos realizado en el año 2002 (Figura 20A). El hecho que la madre de la paciente fuera 
heterocigota para el STR 45, sugiere que la alteración molecular se debe a un evento de novo, el cual puede haber 
acaecido tanto en la paciente como en su madre (posible mosaico germinal). El ensayo de MLPA permitió identificar 
una deleción de un único exón en el gen DMD, el exón 45, la misma generaría corrimiento del marco de lectura 
con la aparición de un codón de Stop prematuro (UGA) a 48 bases del punto de ruptura (Figura 20B). Ambos 
hallazgos permitieron confirmar el diagnóstico de Distrofinopatía de la paciente. Finalmente, al igual que la paciente 

















Proveniente de un caso esporádico, la paciente no presentó ninguna alteración molecular en el estudio de 
segregación de alelos intragénicos (Figura 21A). Sin embargo, al realizarse el MLPA se evidenció una duplicación 
de los exones 18 al 28, la cual permitió confirmar la sospecha clínica de Distrofinopatía. Puesto que la técnica de 
MLPA no permite saber dónde se encuentra ubicada la región duplicada, la predicción del efecto de la mutación se 
Salsa P034 Salsa P035 B 


































Exón 44 Exón 46 Exón 45 
3 3 
Gen DMD 
CML: Stop prematuro UGA a 48 bases del punto de ruptura. 
C 
Figura 20. Resultados de los estudios moleculares de la paciente 
#433. A. Segregación de STRs intragénicos. El recuadro naranja 
señala el locus delecionado en la paciente (STR 45). B. En la parte 
superior se muestra la salida del software Genemarker para la 
técnica de MLPA. En la parte inferior, un esquema de la deleción 
hallada en el gen DMD y la predicción del corrimiento del marco 
de lectura. C. Resultado del test HUMARA para la inactivación del 
cromosoma X. 
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lleva a cabo asumiendo que ocurrió en tándem. Por lo tanto, se espera que la duplicación genere corrimiento del 
marco de lectura con la consecuente aparición de un codón prematuro UGA a 9 bases del punto de ruptura (Figura 
21B).    
Finalmente, el ensayo HUMARA permitió detectar el patrón sesgado de inactivación del cromosoma X (XIP: 97%) 















Pacientes #482 y #514 
Ambas pacientes pertenecen a familias sin antecedentes previos de Distrofinopatía, siendo ellas los primeros 
casos de patología. La paciente #514 proviene de un matrimonio consanguíneo, siendo sus padres primos hermanos. 
Ambas fallecieron a temprana edad, mientras que #482 murió a la edad de 24 años la cual es similar a la edad de 
deceso de pacientes con DMD, la paciente #514 falleció a los 13 años.  
El estudio de segregación de alelos no permitió identificar ninguna deleción en el ADNg de ambas pacientes, 
como así tampoco se pudo identificar ninguna alteración molecular mediante la técnica de MLPA (Figura 22A, C). 
Lamentablemente, no fue posible llevar a cabo estudios de secuenciación para buscar mutaciones pequeñas en el 
gen DMD.  
Figura 21. Resultados de los estudios moleculares de la paciente #499. A. Segregación de STRs intragénicos. B. En la parte 
superior se muestra la salida del software Genemarker para la técnica de MLPA. En la parte inferior, un esquema de la 
duplicación hallada en el gen DMD y la predicción del corrimiento del marco de lectura en base a la ocurrencia en tándem de 
la misma. C. Resultado del test HUMARA para la inactivación del cromosoma X. 




















































Punto de ruptura 5´ Punto de ruptura 3´ 
Exón 28 Exón 29 Exón 18 Exón 28 
CML: Stop prematuro UGA a 9 bases del punto de ruptura. 
Región duplicada 
3 Gen DMD 3 
C 
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Por otro lado, el análisis de inactivación del cromosoma X señaló que ambas pacientes poseían un patrón sesgado 
(XIP: 100% para #482 y XIP: 89,4% para #514), lo cual sugeriría que la sintomatología que presentaban pudo 
deberse a la presencia de una mutación puntual en el gen DMD y la inactivación preferencial de cromosoma X 
normal (Figura 22B, D).  
 
 











Caso familiar particularmente llamativo dado que, además de la paciente sintomática, su hermano menor y su 
madre cuentan con sintomatología. El varón afectado de la familia presentó un desarrollo psicomotor normal, pero 
caídas frecuentes y dificultad para subir escaleras, mayor aún que la observada en su hermana sintomática. Los 
controles cardiológicos resultaron normales, sufre frecuentemente de broncoespasmos y sus valores de CPK fueron 
levemente elevados (315UI/L - 430UI/L). Peculiarmente, a la edad de 11 años el afectado aún conservaba la 
capacidad de correr y jugar al futbol. No cuenta con estudios de biopsia e inmunohistoquímica realizados. 
Por su lado, la madre en la niñez presentó debilidad muscular, caídas frecuentes, dolores de espalda y dificultad 
para subir escaleras. Al igual que su hijo, ella presentó controles cardiológicos normales y valores de CPK levemente 
elevados (370 UI/L). Hasta el momento, tanto la madre como sus dos hijos mantienen la capacidad de deambular.  
En el año 2003, con el fin de identificar deleciones en el gen DMD se realizó un estudio de PCR en el varón 
afectado y un estudio de segregación de STR intragénicos (Figura 23A). Ambos estudios no permitieron identificar 
A B 

































































































Figura 22. Resultados de los estudios moleculares de las pacientes #482 y #514. A y C. Segregación de STRs intragénicos 
para las pacientes #482 y #514 respectivamente. B y D. Resultado del test HUMARA para la inactivación del cromosoma X 
de las pacientes #482 y #514. 
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deleciones en el gen DMD. Sin embargo, el estudio de segregación permitió evidenciar que ambos chicos heredaron 
de su madre el mismo cromosoma X, apoyando la sospecha clínica de Distrofinopatía. 
Luego, al realizarse el estudio de MLPA en el ADNg de la paciente sintomática tampoco se observaron ni 
deleciones ni duplicaciones en el gen DMD. Mientras que la inactivación del cromosoma X mostró un patrón 












La paciente pertenece a una familia con varios antecedentes de DMD,  ya que #14/11 cuenta con 3 hermanos 
afectados (2 ya fallecidos) y 2 hermanas con riesgo de ser portadoras. Además de sufrir DMD, la paciente padece 
de Síndrome de Turner, una anomalía cromosómica numérica donde sólo se cuenta con un cromosoma X, por lo 
que la sintomatología de la niña se debería a la falta de la contraparte normal del gen DMD. 
Se llevó a cabo un estudio de MLPA tanto en el ADNg de la paciente como en uno de sus hermanos afectados, 
pero no pudo identificarse la alteración molecular causante de la patología. Por otro lado, se realizó un estudio de 
segregación de STRs intragénicos con el fin de establecer el estado de portadora de las dos hermanas de la paciente, 
el cual permitió identificar una recombinación en el alelo del varón afectado (Figura 24). Dicho hallazgo permite 
acotar el haplotipo de riesgo como aquella región compartida por ambos pacientes analizados, lo que sugiere que 
la mutación en el gen DMD debe estar 3´ al punto de recombinación. Finalmente, con el objetivo de confirmar el 
diagnóstico clínico de los afectados de la familia y aumentar la certeza del estudio indirecto de las 2 hermanas sanas, 
se debería realizar un estudio de secuenciación para la pesquisa de pequeñas mutaciones en el gen DMD. Sin 


















































Figura 23. Resultados de los estudios moleculares de la paciente #645. A. 
Segregación de STRs intragénicos. B. Resultado del test HUMARA para la 
inactivación del cromosoma X. 














La mujer proviene de una familia sin antecedentes de Distrofinopatía. Se llevó a cabo el ensayo de MLPA en el 
ADNg de la paciente, pero no se identificaron ni grandes deleciones ni duplicaciones. Por otro lado, el análisis de 
inactivación del cromosoma X mostró un patrón azaroso (XIP: 51,9%) de selección del cromosoma a inactivar.  
 
Paciente #109 
La paciente tuvo un hijo con DMD, cuyo diagnóstico se basa en el estudio de la biopsia muscular y otros signos 
clínicos, dado que no fue posible identificar la alteración molecular mediante estudios moleculares. El afectado 
falleció a los 18 años debido a falla cardíaca. Este antecedente, sumado a la clínica que presenta #109, hace 
sospechar que se trate de una mujer portadora sintomática de Distrofinopatía.  
Se realizó un estudio de MLPA en el ADNg de la paciente, el cual no permitió hallar ninguna alteración molecular 
en el gen DMD. Dicho resultado se apoya en el estudio de PCR multiplex realizado en el hijo de la paciente. Hasta 
el momento, no fue posible realizar un estudio de secuenciación que permita identificar pequeñas mutaciones en el 
gen DMD. 
 Por otro lado, los estudios de inactivación del cromosoma X mostraron un patrón azaroso (XIP=51%). Por lo 
tanto, más ensayos deben realizarse para determinar el motivo de la sintomatología de la paciente e identificar la 
mutación causal de la patología.  
 
 





































Figura 24. Paciente #14/11. Segregación de STRs intragénicos. 




La niña es la primera hija de un matrimonio no consanguíneo, sin antecedentes previos de distrofia muscular. 
La sospecha clínica de Distrofinopatía en la paciente se basa en la observación del padre (médico traumatólogo) de 
signo gowers + y valores de la enzima CPK elevados. Dada la corta edad de la niña, se decide comenzar el algoritmo 
diagnóstico por el estudio molecular de MLPA, en el cual no se identificaron ni deleciones ni duplicación.es en el 
gen DMD. Se prosiguió con un estudio de WES donde se hallaron 3 variantes de secuencia heterocigotas en el gen 
CLCN1, implicado en el desarrollo de Miotonía congénita: 
 c.853+5G>A: Mutación localizada en la cercanía del sitio dador del splicing del intrón 7. La variante 
no ha sido previamente identificada en otros pacientes con miotonía congénita, ni en 1000 genomas y 
ExAC. Este cambio podría estar generando alteraciones en el proceso de splicing, pero dado que no son 
regiones consenso las alteradas resulta difícil predecir su impacto. Sin embargo, el análisis in silico de 
la variante sugiere que muy probablemente se trate de una mutación de efecto deletéreo. 
 c.2365-2A>G: Variante que afecta el sitio aceptor de splicing del intrón 19 del gen. No ha sido 
previamente reportada en pacientes con miotonía congénita, tampoco ha sido identificada en consorcios 
de población normal. Sin embargo, se espera que dicha alteración induzca a procesos de splicing 
aberrantes y, probablemente, conlleve a la producción de proteína no funcional. 
 c.2365 G>A, p.Asp789Asn: Mutación missense ubicada en el exón 20, la cual no ha sido reportada en 
bases de datos de pacientes ni en consorcios como 1000 genomas y ExAC. Los software predictores del 
impacto de las mutaciones missense dan los siguientes resultados: Polyphen-2 Benign, SIFT Tolerated, 
Mutations Taster Disease Causing, UMD-Predictor Polymorfism y Mutation Assesor Low impact. 
Finalmente, si bien no se puede aseverar el efecto de esta variante de secuencia, no parecería tratarse de 
una mutación de efecto deletéreo.   
Al menos 2 de las 3 variantes encontradas en la paciente deben encontrarse en Cis, es decir ubicadas en el mismo 
cromosoma X. Para determinar cómo cosegregan las variantes identificadas y validar el posible efecto patogénico 
de las mismas, se debe proseguir con un estudio de  segregación.  
 
Paciente #492 
La última paciente proviene de una familia con varios antecedentes de DMD. El hermano actualmente fallecido 
de la mujer fue el caso índice, cuyo diagnóstico se basó en el estudio de biopsia e inmunohistoquímica. El segundo 
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varón afectado de la familia es un sobrino de la paciente, el cual cuenta con un estudio de PCRm donde se identificó 
una deleción, la cual fue acotada por PCRs: 44 - (45-54) - 55. 
La paciente es referida al laboratorio cursando un embarazo de pocas semanas y con intensión de realizar un 
estudio prenatal.  Con el fin de analizar la presencia de la deleción familiar y descartar contaminación de la muestra 
de vellosidades coriónicas con sangre materna se decidió llevar a cabo un estudio de segregación de alelos 
intragénicos,  analizando STRs que mapean dentro de la región delecionada. Sin embargo, dicho estudio permitió 
identificar que la mujer y su futura hija no parecerían compartir con el afectado la deleción o, al menos, la totalidad 












realizarse un estudio de MLPA en su ADNg. Este estudio permitió corroborar la presencia de la deleción previamente 
detectada por PCRm-PCRs e identificar la misma duplicación previamente observada en su tía. Estos hallazgos 
verifican el diagnóstico de Distrofinopatía e indicarían la ocurrencia de 2 eventos de mutagénesis en la familia o 1 
evento de mutagénesis sumado a una recombinación. 
Finalmente, el ensayo de inactivación del cromosoma X llevado a cabo en la paciente sintomática reveló un patrón 


























Figura 25. Paciente #492. Segregación de STRs intragénicos 











Para responder las inquietudes generadas por el 
estudio de segregación, se prosiguió a realizar un 
estudio de MLPA en la mujer sintomática y en sus 
vellosidades. Dicho ensayo mostró que ambas portan 
una duplicación en el gen DMD: 37 - (38-43) - 44, 
la cual generaría corrimiento del marco de lectura. 
Llamativamente, las sondas pertenecientes a los 
exones implicados en la deleción del sobrino de la 
paciente presentaron valores normales. Por este 
motivo, dado que no fueron analizadas las 
duplicaciones en el varón afectado, se procedió a 




Las mujeres portadoras de alteraciones moleculares en el gen DMD pueden presentar distintos grados de 
sintomatología, un gradiente que va desde la ausencia de signos clínicos a patrones muy severos. En otras palabras, 
se puede apreciar tanto en mujeres como en hombres afectados de Distrofinopatía, cuadros más similares a DMD y 
otros más cercanos a un fenotipo de tipo DMB.  
En el presente trabajo se han analizado y caracterizado 12 mujeres con cuadros clínicos compatibles con 
Distrofinopatía. A priori, 5 (#287, #334, #433, #499 y #492) de ellas cuentan con confirmación mediante biopsia 
e inmunohistoquímica, evidenciándose disminución de los niveles de distrofina en el músculo esquelético. Además, 
3 (#645, #14/11 y #492) de ellas pertenecen a casos familiares, o con más de un afectado en la familia.  
En base al análisis de la clínica, se puede apreciar que la edad del comienzo de los síntomas, cuando conocido, 
varió entre los 7 y 10 años de edad. Varias de las mujeres analizadas aún mantienen la capacidad de deambular, 
pese a contar con ciertas dificultades motrices y debilidad muscular. Se observó retardo madurativo y problemas 
para el aprendizaje en el 25% de las pacientes (3/12; #287, #334 y #433). Más aún, la paciente #499 cuenta con 
un diagnóstico de Autismo sumado a la Distrofinopatía, cuya asociación ha sido observada en el 4%-18% de los 
varones afectados (Wu et al, 2005; Colombo et al, 2017). Por otro lado, una de las pacientes (#14/11) presentó un 
cuadro de Síndrome de Turner asociado a Distrofinopatía. 
En cuanto a la pesquisa de alteraciones moleculares en el gen DMD, la técnica de MLPA permitió identificar la 
mutación causante de la patología en 5 de las mujeres. Dicho hallazgo permitió corroborar molecularmente el 
diagnóstico clínico de Distrofinopatía. Las mujeres #287, #334 y #433 portaron deleciones en el gen DMD, 2 de 
ellas ubicadas dentro del hot spot principal de deleciones mientras que la restante se localizó en el hot spot 5´. Por 
otro lado, las mujeres #499 y #492 presentaron grandes duplicaciones, las cuales se ubicaron por fuera del hot 
spot reportado para esta clase de mutaciones. Sin embargo, la mujer #492 podría estar portando una alteración 
molecular compuesta, es decir una duplicación sumado a una deleción, lo cual debe ser corroborado mediante la  
repetición el estudio de MLPA. 
Las mutaciones identificadas en las 5 pacientes conllevarían a corrimientos en el marco de lectura, por lo que se 
asociarían con fenotipos graves de tipo DMD. Dicha observación se condice con lo observado en la biopsia para 
estas mujeres y sus signos clínicos.  
Dado que estas 5 mujeres presentaron patrones de inactivación del cromosoma X sesgados, se cree que el 
cromosoma que estaría siendo preferentemente inactivando sería el que porta la copia normal o wild-type del gen 
DMD. Los motivos por los que podría estar aconteciendo esto es que existan mutaciones en los genes XIST/Tsix en 
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el cromosoma que no porta la alteración molecular para DMD, la existencia de rearreglos cromosómicos en aquellas 
que no cuentan con estudio de cariotipo (#334, #433 y #499) o que el cromosoma inactivo cuente con una 
mutación de efecto aún más deletéreo que generar Distrofinopatía, como ser afectar la viabilidad celular. 
La pesquisa de mutaciones pequeñas o puntuales en el gen DMD sólo pudo ser llevada a cabo para la paciente 
#152. Pese que no se identificaron variantes de secuencia en DMD, se hallaron 3 mutaciones en el gen CLCN1. Este 
gen codifica para el canal de cloro CLC-1 localizado en el músculo esquelético, cuya función principal es la de 
regular la excitabilidad y estabilizar los potenciales de acción. Las alteraciones moleculares en este gen se asocian 
al desarrollo de Miotonía congénita, la cual puede presentarse con 2 patrones diferentes de herencia: autosómica 
dominante o Enfermedad de Thomsen y autosómica recesiva o Miotonía de Becker (Dunø y Colding-Jørgensen, 
2005). Entre las variantes de secuencia identificadas, sólo la mutación c.2365-2A>G se espera, con altas 
probabilidades, que genere un efecto aberrante en el proceso de spliciing y, por ende, sea causante de patología. Sin 
embargo, para las otras dos variantes (c.853+5G>A y c.2365 G>A) no es posible aseverar su posible efecto 
deletéreo, el cual se ve apoyado en el hecho que no han sido previamente reportadas en grandes consorcios de 
secuenciación de individuos normales como ser 1000 genomas y ExAC. Con el objetivo de validar el posible efecto 
patogénico de las variantes, se debería continuar con un estudio de segregación intrafamiliar, el cual permitirá 
conocer en que cromosoma mapea cada mutación (localización Cis o Trans). Este análisis sumado a la progresión 
clínica de la paciente, aún bastante pequeña de edad, posibilitará establecer el diagnóstico (Enfermedad de Thomsen 
o Miotonía de Becker). Finalmente, merece destacarse que, afortunadamente, existe medicación para las patologías 
asociadas a CLCN1 con la que se encuentra siendo tratada la paciente y gracias a la cual sus síntomas han mejorado 
en gran medida. 
Por otro lado, 2 mujeres (#14/11 y #109) de las 6 pacientes en las que no pudo ser identificada la alteración 
molecular causante de la sintomatología, presentan varones afectados en su familia con confirmación del 
diagnóstico de Distrofinopatía mediante biopsia e inmunohistoquímica. Esto señalaría que ambas deben portar una 
mutación pequeña en el gen DMD, puesto que aún quedan sin analizarse el 20% de las alteraciones moleculares 
causantes de Distrofinopatía que no son detectadas por la técnica de MLPA. En cuanto a las causas por las que 
manifiestan signos clínicos, la explicación para la paciente #14/11 radica en el hecho que padece Síndrome de 
Turner, por lo que no posee una contraparte normal del gen DMD que permita enmascarar los síntomas. Por otro 
lado, la paciente #109 presentó un patrón de inactivación del cromosoma X al azar, lo cual sugiere que otra sería 
la causa del cuadro clínico presentado por esta mujer. 
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Los casos de las mujeres #482 y #514 presentan varias semejanzas: son las primeras afectadas en la familia, no 
cuentan con estudio de biopsia e inmunohistoquímica que confirme el diagnóstico de Distrofinopatía, fallecieron a 
edades tempranas, no se identificaron deleciones ni duplicaciones en el gen DMD en su ADNg y ambas mostraron 
patrones de inactivación sesgados del cromosoma X. Por todo ello, es posible que las 2 mujeres cuenten con una 
mutación pequeña en el gen DMD o que cuenten con un erróneo diagnóstico clínico. Además, puesto que la paciente 
#514 proviene de un matrimonio consanguíneo, no puede descartarse la posibilidad de que padeciera una distrofia 
muscular de herencia autosómica recesiva. Sin embargo, dado que ambas presentaban cuadros compatibles con 
mujeres sintomáticas de DMD y el hecho que un cromosoma X fuera preferentemente inactivado apoya la teoría de 
que efectivamente padecieran Distrofinopatía.  
Las últimas 2 pacientes presentan cuadros clínicos dudosos por lo que resulta más complejo su análisis. La 
paciente #645 proviene de una familia donde tanto su hermano menor como su madre manifiestan síntomas 
similares. Además, el estudio de biopsia e inmunohistoquímica mostró un patrón difuso de la distrofina y una posible 
disminución secundaría de la proteína. Dichos hallazgos histológicos son similares a los observados en algunos 
pacientes con DMB e, incluso, en pacientes con alteraciones moleculares en genes que codifican para las proteínas 
del CDG. El resultado de la biopsia, el no haber detectado grandes mutaciones en el gen DMD y sus antecedentes 
familiares parecerían apuntar a que la paciente padeciera otra clase de Distrofia Muscular. No obstante, el patrón 
de inactivación del cromosoma X cercano al límite superior para el azar (XIP=72%) permite hipotetizar que la 
paciente sea portadora de una mutación en el gen DMD, cuyo cromosoma se encuentra activo en la mayoría de las 
células, pero que el 38% en el que se encuentra activo el cromosoma con la copia wild-type del gen es su suficiente 
a atenuar la presentación sintomatológica. En cambio, la paciente #60 presentó distrofina preservada en la biopsia, 
no mostró ni deleciones ni duplicaciones en el MLPA y un patrón de inactivación del cromosoma X claramente 
azaroso (XIP=52%). Por estos motivos, se cree que la paciente no tendría Distrofinopatía sino que padecería de otra 
clase de enfermedad. Finalmente, para alcanzar el correcto diagnóstico de las pacientes #645 y #60 se sugiere llevar 
a cabo un estudio de WES, el cual no sólo permitirá analizar las variantes de secuencia del gen DMD sino también 
identificar mutaciones pequeñas en todos los genes implicados con el desarrollo de Distrofia Muscular.  
Las 9 mujeres con confirmación del diagnóstico (#287, #334, #433, #499, #492, #14/11 y #109) o con 
sospecha clínica (#482 y #514) de Distrofinopatía, corresponden al 6,9% (9/131) de las mujeres portadoras de la 
patología identificadas durante los 23 años de trabajo del laboratorio. Dicha frecuencia de mujeres sintomáticas 
para Distrofinopatías resultó similar a las estimaciones reportadas en la literatura, en los cuales aproximadamente 
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2,5-8% de las mujeres portadoras de alteraciones moleculares en el gen DMD presentan signos de debilidad 
muscular (Soltanzadeh et al, 2010; Norman y Harper, 1989). 
En conclusión, el presente capítulo se basó en la caracterización de 12 mujeres presuntas portadoras sintomáticas 
de Distrofinopatía. Se confirmó el diagnóstico en 5  (#287, #334, #433, #499 y #492) de ellas mediante el hallazgo 
de la mutación causal,  para otras 2 (#14/11 y #60) se corrobora debido a estudios histológicos de varones afectados 
en sus familias y en1 de ellas (#152) se descartó el cuadro de Distrofinopatía gracias a la identificación de variantes 
de secuencia en el gen CLCN1. Entre las mujeres restantes, 2 (#482 y #514) permanecen con la sospecha de 
Distrofinopatía mientras que las últimas 2 (#645 y #60) se cree que estarían padeciendo de otras distrofias 
musculares. Para estas 4 mujeres, se requiere ahondar en los estudios moleculares para alcanzar el diagnóstico 
correcto. El presente análisis colabora con la compresión de las causas genéticas y moleculares que explican la 
sintomatología en mujeres portadoras de una enfermedad recesiva ligada al X. Finalmente, cobra relevancia el gran 








CAPÍTULO 3: DETECCIÓN DE INDIVIDUOS PORTADORES DE DISTROFINOPATÍA 
 
i. Introducción  
Consejo o asesoramiento genético 
En base a lo establecido por la Sociedad Americana de Genética Humana (1975), se define como consejo genético 
al proceso de comunicación que trata los problemas asociados a la ocurrencia, o riesgo de ocurrencia, de un 
desorden genético en una dada familia. Dicho proceso involucra el intento, por parte de uno o más profesionales, a 
ayudar al afectado y su familia a:  
1. Comprender los hechos médicos: el diagnóstico, el curso probable de la patología y los tratamientos 
disponibles. 
2. Entender cómo la patología es determinada por la herencia y, por ende, el riesgo de recurrencia (riesgo de 
transmitir la enfermedad) de los miembros de la familia. 
3. Comprender las alternativas disponibles para afrontar el riesgo de recurrencia.  
4. Elegir el curso de acción más adecuado teniendo en cuenta los riesgos, los intereses familiares y sus 
estándares éticos y religiosos, para luego actuar en consecuencia a la decisión establecida. 
5. Conseguir la mejor aceptación posible de la enfermedad y del riesgo de recurrencia de la misma por parte 
de los afectados y miembros con riesgo de ser portadores/afectados de la familia. 
Actualmente, los estudios moleculares constituyen una pieza fundamental para llevar a cabo el consejo genético 
de familias afectadas con patologías de herencia mendeliana. El asesoramiento debe llevarse a cabo con anterioridad 
a realizarse los estudios moleculares, dado que el paciente debe ser informado de los posibles resultados, las 
limitaciones de las metodologías implementadas y la posibilidad de hallazgos incidentales. El consejo debe centrarse 
en la correcta interpretación y transmisión de los resultados obtenidos, explicar los nuevos riesgos asociados a cada 
miembro de la familia e informar al paciente los diferentes cursos de acción para continuar o complementar los 
estudios, como así también informar de las estrategias terapéuticas disponibles.     
 
Asesoramiento genético para las Distrofinopatías 
Puesto que las distrofinopatías presentan un patrón de herencia recesivo ligado al cromosoma X, las mujeres son 
portadoras asintomáticas de alteraciones moleculares en el gen DMD. No obstante, si bien no presentan signos 
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clínicos de la patología, tienen riesgo de tener hijos afectados. Esto, sumado al hecho que aún no existe un 
tratamiento efectivo que permita curar o frenar el deterioro muscular, resulta sumamente necesario brindar un 
completo asesoramiento genético a las familias afectadas. En otras palabras, es prioritario llevar a cabo estudios de 
detección de individuos portadores, estudios prenatales y preimplantatorios de modo de evitar el nacimiento de 
niños enfermos. 
  
Desarrollo de algoritmo diagnostico 
Si bien en el capítulo 1 se detalló el algoritmo para la pesquisa de mutaciones en el gen DMD, el cual se encuentra 
internacionalmente avalado (Abbs et al, 2010), su aplicabilidad para la detección de individuos portadores depende 
de las características de cada caso particular. Varios parámetros deben tenerse en cuenta al momento de seleccionar 
la metodología más adecuada o desarrollar un algoritmo diagnóstico personalizado. Entre ellos se encuentra: 1. Tipo 
de caso de Distrofinopatía (caso familiar o esporádico); 2. Clase de estudio requerido: estudio de búsqueda de 
alteraciones moleculares para la confirmación del diagnóstico clínico, estudio para la detección de portadores o 
estudio prenatal; 3. Disponibilidad de muestras claves para el estudio, en otras palabras, la posibilidad de acceder a 
muestras de individuos cuyo estado de portador se pueda establecer con 100% de certeza sin necesidad de requerir 
estudios moleculares (varones afectados, portadoras obligadas o varones sanos); 4. Si la mutación causante de 
patología ha sido previamente identificada o no; y, 5. La relación entre el tiempo en que son requeridos los resultados 
y el tiempo que demoran los estudios, lo cual es sumamente importante en los estudios de tipo prenatales (Luce et 
al, 2014). Finalmente, tener bajo consideración las mencionadas características de cada caso nos permite diseñar 
una estrategia diagnóstica que sea costo-efectiva y brinde a los individuos la mayor certeza posible de su estado de 
portador.  
 
Estudios directos vs estudios indirectos 
Los estudios moleculares pueden ser subdivididos en 2 grandes grupos en base a cuál sea su objetivo principal. 
Por un lado, se encuentran los estudios directos los cuales tienen como meta identificar la alteración molecular 
causante de la patología. Ésta es la clase de  estudios que se llevaron a cabo en los 2 primeros capítulos del presente 
trabajo y las metodologías empleadas para ello fueron PCR multiplex y simplex, MLPA, secuenciación de Sanger y 
WES. El hallazgo de mutaciones en el gen DMD no sólo permite confirmar el diagnóstico clínico presuntivo del 
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paciente sino, también, permite determinar el estado de portador de individuos fenotípicamente sanos con un 100% 
de certeza.  
En casos donde ha sido previamente identificada la mutación causante de la patología, se sugiere emplear 
métodos moleculares directos para identificar individuos portadores de la alteración molecular familiar dado que 
permiten obtener la mayor certeza posible (100%). También, se llevan a cabo estudios directos cuando se desconoce 
la variante de secuencia deletérea y no hay disponibilidad de muestras de individuos que deban portar la mutación 
(afectados o mujeres portadoras obligadas). En estos casos, si al llevarse a cabo el estudio se identifica una variante 
patogénica en el gen DMD se puede concluir que el individuo es portador con un 100% de certeza. Sin embargo, 
en caso de no identificarse alteración molecular alguna mediante las metodologías de MLPA y WES, se puede 
establecer que el individuo sería no portador con el ⁓99% de certeza, dado que no puede descartarse la posibilidad 
de ocurrencia de mutaciones no detectadas por la metodología empleada. 
Por otro lado, se encuentran los estudios indirectos, los cuales no tienen como objetivo identificar la mutación 
patogénica sino analizar cómo segrega, intrafamiliarmente, el cromosoma ligado a la enfermedad. Dichos estudios 
se basan en el empleo de marcadores moleculares intragénicos altamente polimórficos para conformar los 
haplotipos de cada miembro de la familia (ordenamiento o conjunto de variantes alélicas  que se heredan en forma 
de bloque), establecer cuál cosegrega con la alteración molecular y compararlo con el de los otros individuos para 
establecer el estado de portador de cada uno de ellos. Se denomina haplotipo de riesgo a aquel asociado a la 
enfermedad y, por ende, al compartido por los afectados y portadores obligados de la mutación. Estos estudios 
pueden llevarse a cabo independientemente del estado de conocimiento sobre la mutación causante de la patología. 
Tampoco resulta estrictamente necesario contar con muestra del afectado o mujeres portadoras obligadas de la 
familia,  dado que se pueden estudiar a los varones sanos los cuales permiten establecer el haplotipo de no riesgo o 
aquel que no cosegrega con la variante deletérea.   
Si bien los estudios moleculares indirectos pueden ser aplicados tanto para casos familiares como esporádicos, el 
análisis de los resultados es distinto. En los casos familiares, dado que se sabe que la mutación  se encuentra siendo 
transmitida de forma hereditaria, los individuos que compartan el haplotipo de riesgo con el afectado serán 
portadores con una certeza ⁓95% (Figura 26A, haplotipo 1 de II2). Mientras que quienes no hayan heredado el 
haplotipo de riesgo, son descartados de ser portadores con una certeza ⁓95% (Figura 26A, haplotipo 2 de II2).  
En los casos esporádicos, en cambio, puesto que se desconoce en quién se originó la mutación causante de la 
patología, el estado de portador de los miembros de la familia sólo puede determinarse por exclusión. En otras 
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palabras, las mujeres que no compartan con el afectado el haplotipo de riesgo podrán ser descartadas de ser 
portadoras con ⁓95% de certeza (Figura 26B, mujer II2). No obstante, quienes portan el haplotipo de riesgo no 
pueden ser descartados de ser portadores ya que no podemos saber con seguridad si ese haplotipo se encuentra 
cosegregando con la variante deletérea. Como se muestra en el caso de la figura 26B, si la mutación acaeció en III1 
o II4, la mujer II1 no portaría la mutación aunque posee el cromosoma de riesgo. Pero en caso que la mutación se 
hubiera originado en I2, II1 sería portadora. Puesto que estos estudios no analizan la alteración molecular en el gen 
DMD, no puede discriminarse entre los mencionados escenarios y, por lo tanto, no puede establecerse su estado de 













Finalmente, un estudio indirecto puede ser transformado en uno directo, permitiendo determinar el estado de 
portador de los individuos analizados con una certeza del 100%. Esto puede realizarse cuando se cuenta con 
conocimiento previo de la alteración molecular causante de la patología y ésta es una gran deleción que mapea en 
regiones que incluyen marcadores moleculares. De esta manera, se puede detectar la ausencia de los loci que se 
localizan dentro de la región delecionada en los varones afectados y patrones hemicigotas en las mujeres portadoras. 
De igual manera, pese a que no se cuente con previo conocimiento de la alteración molecular causante de la 
patología, la falta de amplificación de alguno de los loci analizados sugiere la presencia de una deleción en el gen 
DMD. Esto no sólo permite identificar a los individuos portadores con 100% de certeza sino también hallar la 
mutación causante del cuadro de Distrofinopatía.  
Figura 26.  Ejemplos de estudios moleculares indirectos para Distrofinopatía. A. Caso familiar. B. Caso esporádico. En color 
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Los estudios indirectos poseen una certeza aproximada, menor al 100%, cuyo valor dependerá de la tasa de 
recombinación de cada gen. Esto se debe al riesgo de ocurrencia de eventos de recombinación no evidenciados que 
desliguen el haplotipo de riesgo de la alteración molecular.  
En general, se estima que la tasa de recombinación promedio del genoma humano es aproximadamente de 1 cM, 
lo cual es equivalente a 1 evento de recombinación cada 1.000.000pb o cada 100 meiosis (Paul et al, 2016). Sin 
embargo, esta tasa no es homogénea a lo largo de genoma, sino que hay regiones hot spots, las cuales dependen de 
las características propias de la secuencia como ser el contenido C+G.  
A priori, considerando el tamaño del gen DMD (2.4Mb), se esperaría una tasa de recombinación cercana a 
2,4cM. Sin embargo, se ha reportado una frecuencia de recombinación aproximada entre 10 cM y 12 cM (Abbs et 
al, 1990; Oudet et al, 1992), lo cual podría deberse a la gran cantidad de marcadores moleculares, las secuencias 
Alu y orígenes de replicación que han sido detectados en el gen DMD (White y den Dunnen, 2006).  
Finalmente, dada la frecuencia de recombinación del gen DMD, el poder diagnóstico de los estudios indirectos 
para distrofinopatías es aproximadamente 90%. No obstante, con el fin de aumentar la certeza de estos estudios, se 
analizan STRs que mapean en el extremo 5´, en la región central y en el extremo 3´ del gen. Esto disminuye la 
probabilidad de ocurrencia de eventos de recombinación no identificados mediante la segregación de STRs y, por 
ende, permite alcanzar una certeza cercana al 95-99% dependiendo de si los alelos de los extremos resultaran 
informativos.     
 
Expansiones y retracciones de los STRs 
Los polimorfismos de tipo STR (Short Tandem Repeats), como su nombre lo indica, son secuencias de ADN 
repetidas en tándem. Dichos marcadores moleculares varían en el número de unidades de repetición, las cuales 
pueden estar formadas por 1 hasta 6 pb. En eucariotas, se ha reportado que estos polimorfismos presentan una tasa 
de mutación de 10-3 eventos por locus por generación, la cual resulta bastante mayor a la tasa de sustitución 
nucleotídica (Ellegren, 2004). Estas mutaciones, las cuales consisten en inserciones o deleciones de 1 o más unidades 
de repetición, se deben esencialmente al proceso de slippage o resbalón de la ADN polimerasa (Ellegren, 2000) 
(Figura 27). Sin embargo, también han sido asociados los eventos de recombinación dados por mal apareamiento 
de las hebras a la generación de variabilidad de los microsatélites (Richard y Pâques, 2000). 
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En los estudios de segregación de STRs, pueden ser identificados eventos de retracción o expansión de los alelos, 
los cuales se evidencian como la aparición de un alelo distinto al observado en otros miembros de la familia 
analizada. Por ello, es necesario tener en cuenta, al momento de la confección de los haplotipos, la probabilidad de 














En las Distrofinopatías, aproximadamente el 33% de los casos son esporádicos (Caskey et al, 1980), es decir que 
cuentan con un único afectado en la familia. Estos casos se deben a eventos de mutación de novo, la cual puede 
acaecer tanto durante la embriogénesis del afectado como en la embriogénesis materna. En este último caso, la mujer 
resulta en un mosaico para la alteración molecular, dado que pasa a poseer más de un linaje celular (uno wild type 
y uno con la mutación). De acuerdo al momento de la embriogénesis en que tuvo lugar la variante de secuencia en 
el gen DMD, dependerán los tejidos y la cantidad de células portadoras de la alteración molecular causante de 
patología. Para las Distrofinopatías, se ha reportado una frecuencia de mosaicismo germinar de entre 15-20% 
(Chaturvedi et al, 2000; van Essen et al, 2003).  Finalmente, la probabilidad de ocurrencia de mosaicismo debe 
tenerse en cuenta al momento de establecer el estado de portadora de las madre de afectados provenientes de casos 
esporádicos. 
 
Figura 27. Esquema del mecanismo de slippage o 
resbalón de la ADN polimerasa. El mismo comienza 
con la detención de la enzima durante el proceso de 
replicación del repetitivo, la cual podría deberse a 
estructuras secundarias inusuales del ADN. Esto 
conlleva a la disociación de la polimerasa y el 
consecuente realineamiento de las hebras. La 
hibridación incorrecta puede generar loops en la 
cadena molde que resulten en retracciones o 
deleciones del repetitivo, o loops en la cadena nueva, 
lo cual genera expansiones o inserciones. 
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El presente capítulo tiene como objetivo determinar el estado de portador/afectado de miembros de familias 
afectadas con distrofinopatía pertenecientes a la cohorte argentina, para lo cual se implementaron tanto métodos 
directos como indirectos. Estos estudios colaboran con la tarea de brindar consejo genético a estas familias, 
especialmente colaborando a que las mujeres portadoras o con riesgo de ser portadoras de la alteración molecular 
causante de la patología puedan llevar a cabo un planeamiento familiar responsable.   
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ii. Materiales y Métodos 
Pacientes 
Se analizaron un total de 292 individuos pertenecientes a familias afectadas con Distrofinopatía con el objetivo 
de establecer su estado de portador/afectado, los cuales fueron derivados desde distintos centros de salud de nuestro 
país. Entre los individuos analizados, se incluyen 14 muestras de vellosidades coriónicas y 1 de líquido amniótico 
para llevar a cabo estudios prenatales. Estas familias fueron referidas a nuestro laboratorio durante el período agosto 
2011- noviembre 2017.  
Se trabajó en conjunto con la División de Genética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”, donde se 
informó acerca de los estudios moleculares a realizarse, se armó el pedigrí de la familia a analizarse y se tomó nota 
de los antecedentes relevantes de cada individuo.  
El protocolo de trabajo se desarrolló respetando la declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial y la 
Declaración Internacional sobre datos genéticos de la UNESCO, como así también sus actualizaciones respectivas. 
El Plan fue aprobado por el comité de ética del Hospital de Clínicas “José de San Martín”. Los pacientes o sus tutores 
legales firmaron el consentimiento informado.  
 
Muestras 
Se obtuvo sangre periférica anticoagulada con  EDTA al 5% de los afectados y sus familiares. Se obtuvo ADNg de 
leucocitos mediante el método de CTAB (Murray y Thompson 1980), previamente descripto en el Capítulo 1.  
Para los estudios prenatales, la obtención de muestras de vellosidades coriónicas o líquido amniótico fue llevada 
a cabo por personal obstétrico entrenado. Se purificó ADNg mediante 2 metodologías: el método de 
fenol:cloroformo, con leves modificaciones (Di Pietroa et al, 2011), y el kit comercial DNeasy Blood and Tissue 
[QIAGEN; Redwood City, California (www.qiagen.com)]. 
La cuantificación del ADNg se llevó a cabo implementando el espectrofotómetro DeNovix ds-11 [DeNovix Inc., 
Wilmington, Delaware, USA] y la calidad del mismo se determinó por los cocientes A260nm/A280nm y 








1. La muestra de vellosidades coriónicas o de líquido amniótico fue centrifugada durante 15´ con el fin de 
precipitar las células.  
2. Se realizó un lavado con 15 ml de solución fisiológica. Se agitó suavemente y luego se centrifugó por 
otros 15´. Se descartó el sobrenadante. El proceso de lavado se repitió 2 veces más. 
3. El pellet de células fue disgregado enérgicamente, al cual se le agregó 8 de Proteinasa K y 400 µl de la 
solución WCLB (Tris 2M pH8, EDTA 0,5M, ClNa 4M y SDS 10%). Este paso tiene como objetivo romper 
las membranas de las células de modo de liberar el ADN.  
4. La muestra fue agitada enérgicamente e incubada overnight a 56°C. 
5. Al día siguiente, la muestra fue retirada del baño y fue transferida a un tubo eppendorf.  
6. Se realizó una primera extracción con 400 µl de fenol. Se mezcló por inversión durante 8´ y se centrifugó 
por otros 8´ a una velocidad mayor a 8000 rpm. Se recuperó la fase acuosa o superior en cada extracción, 
la cual fue trasvasada a un nuevo tubo. 
7. Se llevó a cabo una segunda extracción con 200 µl de fenol y 200 µl de IAC (cloroformo:alcohol 
isoamílico 24:1 v/v, saturado en H2O). Se mezcló por inversión durante 8´ y se centrifugó por otros 8´ 
a una velocidad mayor a 8000 rpm. Nuevamente se recuperó la fase acuosa o superior en cada 
extracción, la cual fue trasvasada a un nuevo tubo. 
8. Se realizó una última extracción con 400 µl de IAC (cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 v/v, saturado 
en H2O). Se mezcló por inversión durante 8´ y se centrifugó por otros 8´ a una velocidad mayor a 8000 
rpm. Nuevamente se recuperó la fase acuosa o superior en cada extracción, la cual fue trasvasada a un 
nuevo tubo. 
9. El ADN presente en la fase acuosa resultante de la última extracción fue precipitado mediante el agregado 
de 37,8 µl de ClNa (4M) y 800 µl de Etanol al 100% frío. 
10. Se mezcló por inversión hasta visualizar la hebra de ADN. Dependiendo la cantidad de ADN obtenido, 
se procedió a transpasarlo a un nuevo tubo eppendorf con un tip estéril o fue simplemente centrifugado 
y descartado el sobrenadante.  
11. Se dejó secar el ADN en estufa a 37°. 
12. Finalmente, se resuspendió el ADN en agua bidestilada estéril en una cantidad necesaria de acuerdo al 
precipitado obtenido.  
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Pesquisa de mutaciones en el gen DMD 
La búsqueda de alteraciones moleculares fue realizada implementando las siguientes técnicas: PCRs, PCRm, 
MLPA, secuenciación de Sanger, secuenciación de exoma completo y segregación de Short Tandem Repeats (STRs) 
intragénicos. 
 
Ensayo de PCR Multiplex 
Esta metodología fue empleada para analizar una muestra de vellosidades coriónicas (#65). Se llevaron a cabo 
las 5 reacciones de PCR pentaplex como fue previamente descripto en el capítulo 1. 
 
Ensayo de PCR Simplex 
Al igual que las PCRm, esta metodología fue empleada para la muestra #65, con el objetivo de analizar exones 
involucrados en la deleción familiar y no incorporados en las pentaplex. El ensayo fue realizado cumpliendo lo 
mencionado en el Capítulo 1. 
 
Ensayo de MLPA 
La búsqueda de grandes deleciones y duplicaciones se realizó mediante el kit comercial de MLPA. El ensayo fue 
realizado y los resultados fueron analizados como se ha descripto en el Capítulo 1. 
 
Secuenciación de Exoma Completo 
Este estudio fue llevado a cabo para 3 mujeres, 1 portadora obligada y 2 con riesgo de ser portadoras. Descartados 
los grandes rearreglos del gen, se buscaron pequeñas mutaciones mediante esta metodología. El ensayo, el análisis 
bioinformático y la selección de las variantes probablemente patogénicas fueron llevados a cabo como fue 
mencionado en el Capítulo 1. 
 
Segregación de STRs intragénicos 
Los estudios de segregación de alelos fueron empleados con diversos objetivos en el presente capítulo: 1. Para 
llevar a cabo estudios indirectos, determinar quiénes heredaron el haplotipo de riesgo y estimar el riesgo de ser 
portador/afectado de cada individuo analizado. 2. Para la detección de deleciones, transformando este método 
indirecto en uno directo. Esto se llevó a cabo en los casos donde se contaba con información de la mutación causante 
de la patología y la misma era una deleción en la que mapearan STRs. 3. Descartar contaminación con sangre 
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materna de las muestras de vellosidades coriónicas y líquido amniótico. Establecer que la muestra del nonato no 
posee más alelos de lo esperado (1 alelo para fetos masculino ó 1-2 alelos para fetos femeninos) para los STRs 
analizados, permite validar el estado de la muestra y, por ende, los resultados obtenidos. 
La amplificación de STR se lleva a cabo empleando primers específicos marcados con 6-amidita de fluoreceína 
(6-FAM). Se contaba con primers para 9 STRs localizados en la región 5´ del exón 1 (STR DYS II) y los intrones 2 
(STR2), 7 (STR7A), 44 (STR44), 45 (STR45), 49 (STR49), 50 (STR50), 62 (STR62) y 67 (STR 67). La secuencia de 
los mismos fue obtenida de la página de Leiden Muscular Dystrophy [http://www.dmd.nl]. La reacción de PCR y el 
análisis de los resultados se llevaron a cabo como  previamente se describió en el Capítulo 2 del presente trabajo. 
Se conformaron los haplotipos para cada familia. El haplotipo compartido por los afectados y las mujeres 
portadores obligadas, será el de riesgo. Los familiares que hayan heredado el haplotipo de riesgo tendrán altas 
probabilidades de padecer o transmitir la enfermedad. La certeza del resultado obtenido, incluirá la probabilidad de 
que ocurra una recombinación dentro del gen DMD  que haya separado el marcador de la mutación y que no haya 
sido evidenciada con los STRs implementados. La frecuencia de eventos de recombinación es del 10% entre ambos 
extremos de la distrofina, por ello la certeza de estos estudios es aproximadamente 90-100% (Abbs et al, 1990; 
Oudet et al, 1992)). La presencia de una deleción en algún STR aumentará la certeza del análisis a 100%. Finalmente, 
otro evento molecular que se tendrá en cuenta para el cálculo de la certeza es la probabilidad de mosaicismo 








Fueron analizados 292 muestras de miembros de familias afectadas con Distrofinopatía. Diversas metodologías 
fueron empleadas, las cuales fueron seleccionadas en base a las características mencionadas en la introducción para 
la confección de algoritmos moleculares diagnósticos particulares para cada caso. Se emplearon métodos directos 
(PCR múltiplex y simplex, MLPA, secuenciación de Sanger y WES) para establecer el estado de portador o afectado 




Se analizaron 111 individuos pertenecientes a 57 casos esporádicos y 26 casos familiares, mientras que 5 de las 
muestras fueron derivadas al laboratorio sin referencia del tipo caso del cual provienen. Entre las muestras 
estudiadas, se destacan 5 vellosidades coriónicas (3 de sexo masculino y 2 de sexo femenino).  
Se optó por una dada metodología de acuerdo al tipo de mutación causante de la patología identificada 
previamente en el afectado de la familia o considerando el algoritmo de pesquisa de mutaciones en el gen DMD 
descripto en el capítulo 1. La técnica más frecuentemente implementada fue el MLPA, puesto que se llevaron a cabo 
83 ensayos. También, se ejecutaron 8 secuenciaciones de Sanger, 3 WES, 1 PCR multiplex y simplex 
Los resultados obtenidos para los 111 individuos analizados se detallan en la Tabla 11. Se detectaron alteraciones 
moleculares en el gen DMD en 27 mujeres, entre las cuales se encuentra 1 portadora obligada (#110) y 2 
vellosidades coriónicas de sexo femenino (#300 y #493). Todas ellas resultaron ser portadoras de la enfermedad 
con un 100% de certeza. Además, con el objetivo de validar los resultados de los 2 estudios prenatales se llevaron a 
cabo estudios de segregación de alelos los cuales permitieron descartar que ambas muestras estuvieran 
contaminadas con sangre materna. Por otro lado, en lo que respecta a las mutaciones halladas, 41% (11/27) fueron 
grandes deleciones, 26% (7/27) resultaron ser duplicaciones de al menos 1 exón y 33% (9/27) fueron mutaciones 
pequeñas o puntuales.  
Afortunadamente, las 3 vellosidades coriónicas de sexo masculino (#65, #147 y #249) pudieron ser descartadas 
de ser afectados de la patología con un 100% de certeza, dado que no portaron la alteración molecular familiar en 
el gen DMD. Más aún, se descartó la posibilidad de contaminación de las muestras con sangre materna mediante 
segregación de STRs, gracias a que los nonatos presentaron patrones hemicigotas para los loci analizados. 
 











Observaciones Metodología Resultado Interpretación 
#383 
Hosp. de Clínicas J. de 
San Martín 
Esp. 
Hermano con duplicación:  
7 - (8-17) - 18 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#7/11 
Hosp. de Clínicas J. de 
San Martín 
Fam. 
Sobrino con deleción: 
64 - (65) - 66  
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#20 




fallecidos y sin mutación 
identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#43 
Hosp. de Clínicas J. de 
San Martín 
Esp. 
Hijo con deleción: 
44 - (45) - 46 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#46 
Fund. Favaloro Esp. 
Madre e hija. Afectado sin 
mutación identificada 
MLPA 
Sin alteración No se puede descartar 
#47 Sin alteración No se puede descartar 
#201 
Particular Esp. 
Madre e hija. Afectado sin 
mutación identificada 
MLPA 
Sin alteración No se puede descartar 
#202 Sin alteración No se puede descartar 
#48 Hosp. Garrahan. Esp. 
Hijo con deleción:  
44 - (45) - 46 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#56 
Fund. Favaloro Esp. 
Madre e hija. Afectado sin 
mutación identificada 
MLPA 
Sin alteración No se puede descartar 
#57 Sin alteración No se puede descartar 
#59 Particular, Chaco. Esp. 
Afectado sin mutación 
identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#60 
Hosp. de Clínicas J. de 
San Martín 
Esp. Mujer sintomática MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#65 




Madre con deleción: 21 - 
(22-36) - 37 
PCRm y PCRs Sin alteración No afectado (100%) 
#75 Centro Médico CEMIC. Esp. 
Afectado sin mutación 
identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#77 
Lab. de Biología y 
Patología Molecular. 
Esp. --- MLPA Sin alteración. No se puede descartar 
#99 Fund. Favaloro Esp. 
Hermano con deleción: 
 47 - (48-49) - 50 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#103 Hosp. Trinidad Esp. --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#106 
Fund. Favaloro Fam. 
Afectado con deleción: 
 53 - (54-56) - 57 
MLPA 
Deleción: 53 - (54-56) - 57 Portadora (100%) 
#107 Sin alteración No portadora (100%) 
#110 
Particular Fam. 




c.2407C>T (Exón 20) 
p.Gln803* 




c.2407C>T (Exón 20) 
p.Gln803* 
Portadora (100%) 
#126 Fund. Favaloro Fam. 
Hermano con duplicación:  
1 - (2-44) - 45 
MLPA Duplicación:  1 - (2-44) -45 Portadora (100%) 
#134 Particular Fam. 
Sobrino con deleción:  
47 - (48-55) - 56 
MLPA Deleción: 47 - (48-55) - 56 Portadora (100%) 
#135 Hosp. Iturraspe Esp. 
Hermano con deleción:  
44 - (45) - 46 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#143 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Hermano con deleción:  
18 - (19-43) - 44 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#147 Fund. Favaloro Esp. 
Vellosidades coriónicas. 
Hermano con deleción sin 
acotar: (8-17) 
MLPA Sin alteración No afectado (100%) 
#149 Fund. Favaloro Esp. 
Hermano con deleción: 
 45 - (46-47) - 48 
MLPA Deleción: 45 - (46-47) - 48 Portadora (100%) 
#155 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#163 Particular Esp. 
Nieto con deleción:  
55 - (56-79) 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#167 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Primos con deleción sin 
acotar: (13-19) 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#168 Instituto Privado Esp. 
Hijo con deleción: 
 44 - (45) - 46 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#180 Particular Fam. 
Madre con deleción: 
47 - (48-55) - 56 
MLPA Deleción: 47 - (48-55) - 56 Portadora (100%) 
#197 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Primo con deleción:  
50 - (51-53) - 54 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#200 Particular Esp. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#208 Particular Esp. 
Hermana con duplicación:  
6 - (7) - 8 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#212 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Hijo con mutación: 
c.1471C>T 
Secuenciación Sin alteración No portadora (85%) 
#232 Instituto Privado Fam. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
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Observaciones Metodología Resultado Interpretación 
#237 
Particular Esp. 
Afectado con mutación: 
c.1388G>A 
Secuenciación 
Sin alteración No portadora (85%) 
#238 Sin alteración No portadora (100%) 
#239 Sin alteración No portadora (100%) 
#247 Casa Cuna Esp. 
Hijo con deleción: (1-13) -
14 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#249 




Hermanos con deleción:  
2 - (3-23) - 24 
MLPA Sin alteración No afectado (100%) 
#252 Instituto Privado Esp. --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#257 Fund. Favaloro Fam. 
Hermanos con deleción:  
2 - (3-6) - 7 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#263 
Particular Esp. 
Afectado con mutación: 
c.94-1G>A 
Secuenciación 
Mutación: c.94-1G>A Portadora (100%) 
#264 Sin alteración No portadora (100%) 
#267 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Hermano con deleción:  
18 - (19-20) - 21 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#268 Instituto Privado Fam. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#272 Instituto Privado Esp. --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#278 
Particular Esp. 
Afectado con mutación: 
c.1306dupG 
Secuenciación 
Sin alteración No portadora (85%) 
#279 Sin alteración No portadora (100%) 
#281 Instituto Privado Fam. 
Hermano con deleción: 
 2 - (3-7) - 8 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#282 
Hosp. de Niños Dr. 
Alassia 
Esp. 
Hijo y hermano con 
deleción: 44 - (45) - 46 
MLPA 
Sin alteración No portadora (85%) 
#283 Sin alteración No portadora (100%) 
#284 Sin alteración No portadora (100%) 
#286 Instituto Privado --- --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#296 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Afectado con mutación: 
c.9337C>T 
Secuenciación 
Mutación: c.9337C>T Portadora (100%) 
#297 Sin alteración No portadora (100%) 
#298 Mutación: c.9337C>T Portadora (100%) 
#299 Particular Esp. 
Hermano con duplicación:  
1 - (2) - 3 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#300 Particular Fam. 
Vellosidades coriónica. 
Madre  con duplicación: 43 
- (44) - 45 
MLPA Duplicación: 43 - (44) -  45 Portadora (100%) 
#320 Fund. Favaloro Esp. 
Hijo con deleción:  
44 - (45-55) -56 
MLPA Deleción: 44 - (45-55) -56 Portadora (100%) 
#321 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Sobrinos con deleción:  
44 - (45) - 46 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#323 Particular --- Paciente adoptada MLPA Deleción: 47 - (48-51) - 52 Portadora (100%) 
#325 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#329 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Hijo con deleción: 
 51 - (52) - 53 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#331 Instituto Privado --- --- MLPA Deleción: 50 - (51) - 52 Portadora (100%) 
#332 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 




Sin alteración No portadora (99%) 
#336 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Madre de afectado fallecido 
sin mutación identificada 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#339 Instituto privado --- 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#340 Hosp. Rivadavia Esp. 
Hijo con deleción:  
44 - (45-52) - 53 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#341 
Particular Esp. 
Afectado con mutación:  
c.4375C>T 
Secuenciación 
Sin alteración No portadora (100%) 
#342 Sin alteración No portadora (100%) 
#354 
Particular Esp. 
Hermano con duplicación: 
1 - (2) - 3 
MLPA 
Sin alteración No portadora (100%) 
#355 Duplicación: 1 - (2) - 3 Portadora (100%) 
#361 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Sobrino con deleción: 
2 - (3-23) - 24 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#371 Particular Esp. 
Hermano con Deleción: 
7 - (8-55) - 56 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#377 Particular Esp. 
Tío materno afectado sin 
mutación identificada 
Exoma Sin alteración No portadora (99%) 
#379 Particular Esp. 
Hijo con mutación: 
c.1928G>A 
Secuenciación 
c.1928G>A (Exón 16) 
p.Trp643* 
Portadora (100%) 
#382 Instituto privado Esp. 
Hermano con duplicación: 
7 - (8-11) - 12 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#387 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Hermano con duplicación: 
7 - (8) - 9 
MLPA Duplicación: 7 - (8) - 9 Portadora (100%) 
#399 Hosp. Pirovano Esp. --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#401 FLENI Esp. 
Hijo con duplicación:  
2- (3) - 4 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
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Observaciones Metodología Resultado Interpretación 
#403 
Particular Fam. 












(Exón 70),  p.Glu3367del 
Portadora (100%) 
#413 Instituto privado --- 
Hijo con duplicación: 
44 - (45-51) - 52 
MLPA 
Duplicación: 44 - (45-51) - 
52 
Portadora (100%) 
#414 Pcia. de Neuquén Esp. 
Hermano con deleción: 
55 - (56-64) - 65 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#415  FLENI Esp. 
Hijo con Deleción: 
44 - (45-53) - 54 
MLPA Sin alteración No portadora (85%) 
#417 Pcia. de Neuquén Esp. 
Sobrino con deleción: 
(1) - 2 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#423 Particular Fam. 
Sobrino con deleción: 
53 - (54-56) - 57 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#427 Pcia. de Neuquén Fam. 
Hijos con deleción: 
44 - (45-52) - 53 
MLPA Deleción: 44 - (45-52) - 53 Portadora (100%) 
#452 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Primo segundo con deleción: 
44 - (45-52) - 53 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#454 Instituto Privado Esp. 
Hermano con deleción: 
50 - (51) - 52 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#455 Fund. Favaloro --- --- MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#456 
Particular Esp 
Afectado con deleción: 
7 - (8-17) - 18 
MLPA 
Sin alteración No portadora (85%) 
#457 Sin alteración No portadora (100%) 
#458 Sin alteración No portadora (100%) 
#473  
Particular Esp. 
Afectado con duplicación: 
2 - (3-5) - 6 
MLPA 
Sin alteración No portadora (100%) 
#474 Sin alteración No portadora (100%) 
#475 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Hermano afectado sin 
mutación identificada 
MLPA Sin alteración No se puede descartar 
#478 
Instituto Privado Esp. 
Hermano con deleción: 
20 - (21-34) - 35 
MLPA 
Sin alteración No portadora (100%) 
#479 Sin alteración No portadora (100%) 
#480 Particular Esp. 
Hermano con deleción sin 
acotar: (8-13) 
MLPA Deleción: 3 - (4-13) - 14 Portadora (100%) 
#491 Pcia. de Neuquén Esp. 
Hijo con duplicación: 
49 - (50) - 51 
MLPA Duplicación: 49 - (50) - 51 Portadora (100%) 
#493 




Primo con deleción: 44 - 
(45-54) - 55 
MLPA 




#499 FLENI Esp. 
Hijo con deleción: 
44 - (45-48) - 49 
MLPA Deleción: 44 - (45-48) - 49 Portadora (100%) 
#500 Pcia. de Neuquén Esp. 
Hijo con deleción: 
25 - (26-31) - 32 
MLPA Deleción: 25 - (26-31) - 32 Portadora (100%) 
#504 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Fam. 
Sobrino con deleción sin 
acotar: (3-19) 
MLPA Sin alteración No portadora (100%) 
#505 
Hosp. de Clínicas J de 
San Martín 
Esp. 
Primo con deleción: 
44 - (45-51) - 52 




Entre las mujeres restantes, 57 pudieron ser descartadas de ser portadoras de la alteración molecular familiar 
con distintos grados de certeza. Gran parte de estas mujeres (41/57) resultaron no portadoras con 100% de certeza, 
entre ellas encontramos hermanas, primas o tías de varones afectado con mutación previamente identificada en el 
gen DMD. Se puede descartar a estas mujeres con la máxima certeza, puesto que no portaron la mutación en su 
ADNg y que no existe riesgo de mosaicismo germinal. 
En cambio, 14 madres de pacientes pertenecientes a casos esporádicos, cuya mutación fue previamente 
identificada y caracterizada, resultaron no portadoras con un 85% de certeza. Esto se debe a que, si bien no fue 
El porcentaje indicado entre paréntesis en la columna de interpretación corresponde a la certeza del estudio. 
Abreviaciones: Esp, Casos esporádicos; Fam, Casos familiares; ---, datos no disponibles. 
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detectada la alteración molecular en su ADNg de sangre periférica, no puede descartarse la probabilidad de que la 
porten en las gametas y sean mosaicos germinales para la misma. 
Las últimas 2 mujeres fueron descartadas de ser portadoras con un 99% de certeza. Estas mujeres pertenecen a 
dos casos esporádicos de Distrofinopatía, en los cuales el único afectado no se encuentra con vida, se desconoce la 
mutación causante de la patología y no cuentan con varones sanos con lo que poder comparar al momento de llevar 
a cabo un estudio de segregación de STRs o el estudio indirecto no permitió establecer el estado de portadora de la 
paciente. Para estos casos, se llevó a cabo el algoritmo molecular diagnóstico de pesquisa de alteraciones moleculares 
en el gen DMD. Dado que no se identificaron variantes de secuencia de efecto deletéreo en el MLPA ni en el WES se 
las puede descartar con un 99% de certeza, ya que existe un 1% de mutaciones causantes de DMD que no pueden 
ser detectadas con la metodología empleada. 
Finalmente, las 24 mujeres restantes no pudieron ser descartadas de ser portadoras de la patología. De forma 
similar a las mujeres anteriores, estas pacientes provienen de casos familiares o esporádicos en los que no se tiene 
acceso a muestras de afectados o portadoras obligadas ni se tiene conocimiento de la alteración causal de la 
patología. La diferencia radica en el hecho de que estas pacientes sólo fueron analizadas por la técnica de MLPA, 
por lo que, si bien se descarta la probabilidad de ocurrencia de grandes deleciones y duplicaciones, no puede  
eliminarse la posibilidad de que porten una mutación puntual en el gen DMD. Por ello, el paso a seguir para  
determinar su estado de portadora sería llevar a cabo ensayos de WES.  
 
Estudios indirectos 
Fueron estudiadas 38 familias afectadas con Distrofinopatías, entre las cuales se incluyeron 192 individuos. Se 
implementaron estudios de segregación de STRs en 15 casos esporádicos y 23 casos familiares. Se llevaron a cabo 
12 estudios de tipo prenatal, de las cuales la mitad fueron de sexo masculino y las otras 6 muestras fueron de sexo 
femenino. Los resultados obtenidos mediante estudios indirectos se encuentran detallados en la tabla 12.  
En la metodología de segregación de STRs es necesario incorporar al estudio individuos a los cuales se pueda 
establecer su estado de portador sin necesidad de llevar a cabo estudios moleculares (varones afectados, portadoras 
obligadas y hombres sanos), dado que estas muestras permiten establecer el haplotipo de riesgo o de no riesgo con 
los cuales comparar. Entre las 192 muestras analizadas, 30 correspondieron a varones con cuadro clínico de 
Distrofinopatía, 22 a mujeres portadoras obligadas y otras 22 pertenecen a varones sanos.    
En los casos donde se contó con el conocimiento de la mutación causante de la patología y la misma se trató de 
una deleción dentro de la cual mapearan STRs, se seleccionaron los loci a analizar de forma estratégica con el fin 
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de transformar un estudio de tipo indirecto en uno que permitiera evidenciar la alteración molecular. Esto fue 
posible para 12 de las familias analizadas (Figuras 29, 30 y 31). Dicha táctica permitió establecer como portadora 
a 7 mujeres y a una vellosidad coriónica de sexo femenino (#175) con un 100% de certeza, dado que presentaron 
patrones hemicigotas para los loci implicados en la mutación familiar.  
Por otro lado, 25 mujeres y 2 vellosidades coriónicas de sexo femenino (#174 y #330) fueron excluidas de ser 
portadoras con una certeza del 100%, gracias al hecho de que presentaron patrones heterocigotas para los loci 
localizados en la región implicada en la deleción. Además, la mujer #112, madre de un paciente perteneciente a un 
caso esporádico, pudo ser descartada de ser portadora con una certeza aproximada al 85% debido al riesgo de 
mosaicismo germinal. También, se pudo descartar a una vellosidad coriónica de sexo masculino (#249) de ser 
afectado de Distrofinopatía, puesto que no compartió con sus hermanos afectados la deleción familiar y, en cambio, 
evidenció un patrón hemicigota para los loci implicados. 
Mediante estudios meramente indirectos, se pudo establecer el estado de portadora de 12 mujeres analizadas con 
95% de certeza. La potencia del estudio se debe a la probabilidad de recombinación no evidenciada que desligue la 
mutación en el gen DMD del haplotipo identificado como de riesgo.  
Por su parte, 31 individuos, 3 vellosidades coriónicas y 1 líquido amniótico fueron descartados de ser 
portador/afectado con un 95% de certeza. Entre estos prenatales, 3 eran de sexo masculino (#87, #124 y #490) 
por lo que resultaron excluidos de ser afectados de Distrofinopatía, mientras que el nonato restante (#74), de sexo 
femenino, fue descartado de ser portadora. Más aún, 6 pacientes, entre los cuales se encuentran 2 vellosidades 
coriónicas (1 de sexo femenino y 1 de sexo masculino), fueron descartados de ser portador/afectado con una certeza 
aproximada al 98%.  
Finalmente, no fue posible establecer el estado de portador de 26 de los individuos analizados, entre los cuales se 
encuentran 2 vellosidades coriónicas (#200 y #493). Con el fin de intentar alcanzar el diagnóstico de estas 
personas, en los casos donde fue posible, se complementaron los estudios de segregación con métodos directos. Esto 
permitió por ejemplo establecer el estado de portadora de la vellosidad de sexo femenino (#493) con una certeza 
del 100%.

























STR DYS II, 
49, 62 y 67. 
206/238/189/244 
224/236/148/248 






No puede descartarse -- 
#876 B 
(2007) 


















deleción: 64 - 
(65) - 66 
Tía abuela 
STR DYS II, 
62 y 67 
234/178/270 
242/181/247 
No portadora. Se 
complementó con 









Portadora Obligada 100% 
#8/11A Abuelo 242/206/250 NO portador 100% 
#9/11 Prima segunda 
234/178/270 
242/195/247 
NO portadora 100% 
#10/11 Prima segunda 
234/178/270 
242/195/247 








NO portadora 95% 










STR DYS II, 
44, 49 y 62 
216/183/258/163 Portador. 100% 
















fallecidos. #20  
con MLPA sin 
alteración. 
Madre 
STR DYS II, 
49 y 62 
205/250/147 
216/242/177 





















NO Portadora >98% 
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Madre 
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49 y 62 
216/del/160 
222/252/157 




NO Portadora 100% 
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afectado por 
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62 y 67. 
171/248/145/--- 
175/259/149/--- 









175/259/149/276 Portador. 100% 
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Portadora Obligada. 100% 
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deleción: 1 - 
(2-44) - 45 
Afectado 
STRs DYS II, 
44, 49 y 62. 
















NO portadora 100% 








NO portadora 100% 
#119 Hermano sano 215/183/250/178 NO Portador 100% 




NO portadora 100% 






#110 y #111 
con MLPA sin 
alteración 
Madre 
STRs DYS II, 
44, 45, 49, 
62 y 67. 
206/189/177/248/189/269 
206/201/173/253/189/275 




































#132 Afectado 216/238/172 Portador. 100% 








NO portadora 95% 
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Haplotipo Estado de portador Certeza  
14 
#155 





con MLPA sin 
alteración 
Hermana 
STRs DYS II, 
49 y 62. 
224/250/183 
206/241/178 
















NO portadora 95% 
#160 Sobrino sano 224/250/183 NO portador 100% 
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NO portadora 95% 
16 
#164 





48 - (49-50) - 
51 
Hermana 
(embarazada) STRs DYS II, 
















deleción: 48 - 
(49-52) - 53 
Afectado 
STRs 45, 49, 
50 y 67. 



















deleción: 55 - 
(56-79). #163 
con MLPA sin 
alteración 
Afectado 
STRs DYS II, 
49, 62 y 67. 

























STRs DYS II, 
49 y 62. 
112/245/269 
114/243/178 





#191 Hermano sano 114/243/178 NO portador 100% 
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No puede descartarse -- 










STR DYS II, 
49 y 62. 
206/249/145 
206/240/192 












No puede descartarse -- 
#210 Afectado 215/224/184 Portador. 100% 














STRs DYS II, 
49 y 62. 




No puede descartarse -- 




NO portadora 95% 















STRs DYS II, 
2 y 62 
206/101/145 Portador. 100% 













          



































NO portadora >98% 
25 
#243 




deleción 44 - 
(45-50) - 51 
Afectado 
STRs DYS II, 
45 49 y 62. 








NO portadora 100% 
26 
#248 




deleción: 2 - 
(3-23) - 24 
Madre 
STRs 2, 7, 
49 y 62. 
114/Del/237/157 
112/233/232/183 















NO portadora 100% 
#255 Prima segunda 
89/229/245/--- 
112/229/247/--- 








NO portadora 100% 
27 
#308 




deleción: 50 - 
(51-52) - 53 
Madre 




Portadora Obligada. 100% 
#309 Afectado Del/160 Portador. 100% 













Portadora Obligada. 100% 
28 
#164 




deleción: 48 - 
(49-50) - 51 
Embarazada 
STRs 45, 49, 
50 y 67 
169/del/del/245 
161/250/233/285 




NO portadora 100% 
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Haplotipo Estado de portador Certeza  
29 
#333 








STRs DYS II, 
2, 44 y 62 
206/112/187/160 
224/112/190/183 




NO portadora 95% 







No puede descartarse. 














STRs DYS II 
y 62 




No puede descartarse -- 


















STRs DYS II, 
2, 44 y 62 

















STRs DYS II, 
49 y 62 
206/229/161 
218/237/178 








No puede descartarse. 











44 - (45-50) - 
51 
Tía 
STRs DYS II, 
45 y 62 
220/177/---/157 
206/160/---/160 
NO portadora 100% 
#411 Tía Abuela 
206/160/247/160 
206/173/231/171 
NO portadora 100% 
#412 Tía Abuela 
206/160/247/160 
216/167/239/178 
NO portadora 100% 

















- (4-7) - 8 
Afectado 
STR DYS II, 
49 y 62 
217/258/181 Portador 100% 




No portadora 95% 









































STRs DYS II, 
49 y 62 
206/242/183 
206/248/172 
No portadora 95% 









#468 Prima segunda 
226/239/180 
206/247/189 
No portadora 98% 








Portadora Obligada. 100% 
36 
#484 







STR DYS II, 
49 y 62 
222/250/183 
224/230/186 




No portadora 95% 




No portadora 95% 








- (8-17) -18 
Afectado 
STRs 2 y 49 




No puede descartarse. 




#490 Vellosidades 216/243 No Portador 95% 
38 
#492 





(45-54) - 55 
Tía 
STRs DYS II, 
44, 45, 49 y 
62 
222/191/del/238/169 















No puede descartarse. 




#687 Afectado 222/191/del/del/160 Portador 100% 
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Complementación de estudios de segregación con métodos directos 
En aquellos casos en los que se debe determinar el estado de portadora de un gran número de mujeres 
pertenecientes a una familia, se suelen llevar a cabo estudios indirectos ya que éstos permiten analizar a todos los 
individuos de una forma rápida, certera, fácil y barata. Sin embargo, no siempre se logra establecer fidedignamente 
el estado de portadora de las mujeres estudiadas, lo cual conduce a la necesidad de llevar a cabo estudios directos o 
de búsqueda de la mutación en el gen DMD. Es la complementación entre las ambas metodologías la que conlleva 
a alcanzar el diagnóstico de estas mujeres implementando el menor número de estudios moleculares directos que 
sean necesarios.  
La figura 28 muestra el pedigrí de la familia 2. Este caso sirve de ejemplo para evaluar las ventajas del diseño de 
algoritmos moleculares diagnósticos particulares para cada familia a ser estudiada. La familia 2 corresponde a un 
caso hereditario puesto que cuenta con 2 afectados, lo cual permite identificar a las portadoras obligadas #8/11 y 
#11/11. Además, se desconoce cuál es la alteración molecular causante de la patología. El análisis del estudio de 
segregación sugiere que #461 porta un cromosoma recombinante, por lo que al compararse con el portado por las 
2 portadoras obligadas, se puede deducir que la mutación se localiza 3´al punto de ruptura de la recombinación. 
Luego, siendo el haplotipo de riesgo “234/178/270”, a priori se puede establecer que tanto #7/11 como sus hijas 






























































Figura 28. Segregación de STRs para la familia 2. La línea 
punteada roja señala la recombinación que dio lugar al 
cromosoma del afectado #461. 
Con el fin de corroborar el estado de 
portadora de estas mujeres, se procedió a llevar 
a cabo 2 estudios de MLPA. Uno se realizó en el 
ADNg de #461, el cual permitió identificar una 
deleción en el exón 65, la cual fue corroborada 
por PCR simplex. El segundo ensayo de MLPA se 
llevó a cabo en el ADNg de la paciente #7/11. 
Dicho estudio no detectó la alteración molecular 
en el ADN de la paciente, por lo que tanto ella 
como sus 2 hijas pudieron ser excluidas de ser 
portadoras con 100% de certeza. Finalmente, 
dado que el haplotipo de riesgo corresponde al 
cromosoma x heredado por línea paterna, la 
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alteración molecular familiar podría haberse generado de novo en la embriogénesis de #8/11 o bien pudo haber 
acaecido que su padre fuera mosaico germinal para la misma.  
Este caso demuestra cómo, seleccionando correctamente las muestras claves en las que realizar los estudios 
directos, se puede enriquecer y maximizar la información brindada por los estudios de segregación de alelos. Por 
ello, diseñar estrategias diagnósticas específicas para cada familia a ser estudiada, permite alcanzar la mayor certeza 
posible de manera rápida y accesible. 
 
Recombinaciones 
Entre las 38 familias analizadas mediante estudios de segregación de alelos intragénicos, fueron evidenciados 6 
eventos de recombinación en el gen DMD. Afortunadamente, el poder diagnóstico de estos estudios sólo se vio 
afectado, debido a la ocurrencia de recombinaciones, para la determinación el estado de portadora de 2 mujeres. 
Las recombinaciones tuvieron lugar en 4 casos familiares y en 1 caso esporádico. En la familia de la mujer 
portadora sintomática #14/11 (Figura24), acaecieron 2 de estos eventos moleculares.   
Si bien los puntos de ruptura de los eventos de recombinación no han sido determinados, se puede observar que 
la gran mayoría de estos eventos se localizaron entre la región 5´ y central del gen, seguidas de aquellas que implican 
únicamente la región central (Tabla 13). Esto se condice con la ubicación de los hot spots de deleción identificados 
en el gen DMD.   
 
Tabla 13. Eventos de recombinación identificados en el gen DMD mediante estudios de segregación de STRs. 
Familia 
Individuo portador del 
haplotipo recombinante 
Tipo de caso 
STR 5´ al punto de ruptura de 
recombinación 
STR 3´ al punto de ruptura de 
recombinación 
2 #461 Fam. STR 62 (Intrón 62) STR 67 (Intrón 67) 
3 #13/11 Fam. STR DYS II (Intrón 1) STR 44 (Intrón 44) 
3 #16/11 Fam. STR 44 (Intrón 44) STR 49 (Intrón 49) 
23 #219 Esp. STR DYS II (Intrón 1) STR 49 (Intrón 49) 
36 #486 Fam. STR DYS II (Intrón 1) STR 49 (Intrón 49) 
38 #492 y #493 Fam. STR 44 (Intrón 44) STR 45 (Intrón 45) 
 
Expansiones y retracciones de STRs 
Entre los 192 individuos analizados por la técnica de segregación de STRs, sólo se detectaron 2 casos con cambios 
en el número de unidades de repetición respecto de los alelos familiares (Tabla 14). Ambos eventos tuvieron lugar 
en casos familiares y no alteraron la certeza del estudio indirecto.  
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Uno de estos eventos correspondió a una retracción en 1 unidad de repetición del STR 44, la cual acaeció en la 
paciente #16/11 en la cual también se reportó  una recombinación. Por otro lado, se detectó una expansión de 2 




Entre las 38 familias afectadas con Distrofinopatía analizadas mediante estudios de segregación de STRs, se 
detectaron 6 posibles eventos de mosaicismo germinal, pudiendo 1 de ellos ser confirmado. Los eventos de 
mosaicismo tuvieron lugar en 5 casos esporádicos y en 1 caso familiar.  
Se corroboró el estado de mosaico germinal de la paciente #176 al haberse identificado en 2 de sus hijos la 
deleción causante de la patología pero en el ADNg de la paciente haberse observado un patrón heterocigota en los 
loci involucrados en la alteración molecular familiar (Familia 18, Figura31).  
En las familias, familias 2, 7 y 11 si bien se conoce la alteración molecular causante de la patología, no se puede 
excluir la probabilidad de que la mutación hubiera tenido lugar en las portadoras #8/11 y #31/11 o en el afectado 
#375, respectivamente (Figuras 28, 29 y 30). Mientras que en las familias 9 y 22, se sospecha la ocurrencia de 
mosaicismo germinal o mutación de novo en el afectado dado que tanto el paciente como su hermano sano 












Tabla 14. Cambios en el número de repeticiones de los STRs identificados en la cohorte analizada métodos indirectos 
Familia 
Individuo portador del cambio 
en el Nro de repeticiones 
Tipo de caso 
Cambio en el Nro de 
repeticiones 
STR involucrado 
3 #16/11 Fam. Retracción -1 GT STR 44 (Intrón 44) 


















































































Figura 29. Segregación de STRs para la familia 11. Segregación de alelos intragénicos transformado en un estudio directo.  

































































































































































Figura 30. Segregación de STRs para la familia 7. Caso de 
estudio indirecto transformado en uno directo. 
Figura 31. Segregación de STRs para la familia 18. Estudio de 
segregación transformado en uno directo. Corroboración del 
estado de mosaico germinal de #176. 
Figura 32. Segregación de STRs para la familia 9.  Figura 33. Segregación de STRs para la familia 22.  




La determinación del riesgo de recurrencia o riesgo de transmitir una cierta patología de origen genético 
mendeliano resulta de suma importancia para las familias afectadas. En especial para aquellas enfermedades, como 
ocurre con las Distrofinopatías, que no cuentan con tratamiento efectivo que permitan subsanar o detener el 
deterioro físico.  
En el caso de las Distrofinopatías, dado que se encuentran entre las distrofias musculares más frecuentes, que 
afectan a varones de corta edad, que son de progresión fatal y que no cuentan con tratamientos que permitan curar 
a los niños afectados, la detección de mujeres portadoras y el consecuente responsable planeamiento familiar 
constituyen el pilar del asesoramiento genético con el fin de evitar el nacimiento de niños con la patología. Con este 
objetivo, se llevan a cabo tanto estudios de identificación de portadoras como estudios prenatales y 
preimplantatorios.  
Los estudios prenatales analizan el estado de portador/afectado del bebé en curso. Generalmente, se llevan a 
cabo empleando métodos invasivos de adquisición de la muestra como es el caso de la amniocentesis (líquido 
amniótico), las vellosidades coriónicas obtenidas por biopsia placentaria o la sangre fetal extraída por 
cordonocentesis. Actualmente, también pueden realizarse empleando muestreos no invasivos basados en la 
adquisición del ADNg fetal libre en la sangre materna. Por otro lado, los estudio preimplantatorios constan del 
análisis del estado de portador/afectado de los embriones obtenidos por fertilización in vitro, de modo de proseguir 
con la implantación de aquellos embriones sanos o no portadores.     
En el presente capítulo se detalla el análisis de los estudios de detección de portadoras y los estudios prenatalaes 
brindados a la cohorte argentina afectada con Distrofinopatías. Para ello, se implementaron tanto metodologías 
directas o de pesquisa de mutaciones como indirectas o de segregación de alelos. Se diseñaron algoritmos 
moleculares diagnósticos para cada familia o individuos a analizar en base al conocimiento previo de la alteración 
molecular causante de la patología, al número de muestras a analizarse, la disponibilidad de muestras claves 
(varones afectados, portadoras obligadas o varones sanos) y al tipo de estudio requerido.  
Se analizó un total de 292 muestras entre las cuales se destacan 14 vellosidades coriónicas y 1 líquido amniótico. 
Se emplearon métodos directos para 111 de las muestras mientras que se implementaron métodos indirectos en 
192. Para 11 individuos, el algoritmo diagnóstico incluyó ambas metodologías lo cual no sólo permitió alcanzar la 
máxima certeza en su estado de portador/afectado sino que también complementó y validó el análisis del estudio 
familiar de segregación, como fue ejemplificado para la familia 2 (Figura 28). 
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Puesto que para realizar los estudios de segregación debe ser posible identificarse el haplotipo de riesgo o el 
haplotipo de no riesgo, fueron incorporadas al análisis muestras de individuos cuyo estado de portador pudiese ser 
determinado a priori, es decir sin requerir estudios moleculares. Por este motivo, entre las 292 muestras analizadas 
se pueden distinguir 23 portadoras obligadas, 30 varones afectados con Distrofinopatía, 22 varones sanos y 217 
muestras a establecer su estado de portador de la enfermedad. 
Los estudios realizados permitieron establecer como portadoras de Distrofinopatía a 46/217 (21,2%) individuos. 
En la mayoría de los casos (34/41) se logró alcanzar una certeza del 100% mientras que en los restantes casos 
(12/41) se determinó el estado de portadora con una certeza aproximada al 95%. En el momento en que estas 
mujeres deseen transformarse en madres, deberán acceder a estudios prenatales o preimplantatorios por lo que la 
identificación de la alteración molecular que portan será de suma importancia en el futuro. Sin embargo, en aquellas 
donde no hubiera sido posible hallar la mutación causante de la patología, se pueden realizar estudios 
preimplantatorios seleccionándose los embriones de sexo femenino, los cuales si bien tienen riesgo de ser portadoras 
no serán afectadas de Distrofinopatía.  
Afortunadamente, la mayor parte de los individuos estudiados (60,8%; 132/217) pudieron ser descartadas de 
ser portadores/afectados de la patología. Se excluyó con la mayor certeza (100%) a 72 de las muestras, puesto que 
no portaron la alteración molecular familiar en el gen DMD. Por otro lado, gracias a no haberse identificado 
mutaciones ni en el MLPA ni en el WES pudieron 2 mujeres ser descartadas de ser portadoras con una certeza 
aproximada al 99%. Mediante estudios meramente indirectos, se descartaron a 35 individuos de ser 
portador/afectado con una certeza aproximada al 95% mientras que 8 fueron excluidos con 98% de certeza. 
Finalmente, 15 mujeres provenientes de casos esporádicos fueron establecidas como no portadoras con el 85% de 
certeza, dado que no puede eliminarse la probabilidad de que sean mosaicos germinales para la alteración molecular 
causante de la patología. 
Del total de muestras, 39 (18%) permanecen aún sin poder establecerse su estado de portador/afectado, el cual 
podría resolverse llevándose a cabo el algoritmo molecular para la búsqueda de mutaciones en el gen DMD. A 26 
de estos individuos  ya se les realizó la pesquisa de grandes deleciones y duplicaciones mediante el MLPA, el cual 
resultó negativo. Por ende, aún tienen 30% de riesgo de portar una alteración molecular en el gen DMD por lo cual 
deberían continuarse los estudios mediante secuenciación. 
Se llevaron 15 estudios prenatales, 8 pertenecieron a bebés de sexo masculino y los 7 restantes resultaron ser de 
sexo femenino. Todos los estudios fueron llevados a cabo implementando técnicas de muestreo invasivas, dado que 
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aún no se encuentra internacionalmente aceptada la realización de estudios prenatales para enfermedades 
monogénicas empleando ADNg fetal libre en sangre materna. Por otra parte, para los casos de estudios prenatales 
se analizaron STRs con el fin de establecer que la muestra no se encontrara contaminada con sangre materna. 
Ninguna de las muestras analizadas resultaron contaminadas con sangre de la mujer embarazada, lo cual habla 
excelentemente de los profesionales que llevan a cabo las técnicas invasivas de muestreo.     
Entre los nonatos con riesgo de ser afectados con Distrofinopatía, 7 pudieron ser descartados de padecer la 
patología en un futuro (3 con 100%, 3 con 95% y 1 con 98% de certeza) y para el restante no pudo establecerse su 
estado de portador de la alteración molecular. Si bien, se realizó un estudio de MLPA en el cual no se detectaron 
grandes rearreglos en el gen DMD, al no conocerse la mutación causante de la patología no puede descartarse la 
probabilidad de que el bebé porte alguna mutación pequeña. La técnica de WES no fue realizada por decisión 
materna, dado que los resultados del estudio demoran aproximadamente 2 meses. Es por este motivo, que la 
funcionalidad de la técnica de WES para fines prenatales se ve, hasta el momento, limitada. 
Por otro lado, se estableció que 3 de los bebés de sexo femenino son portadoras de la alteración molecular con 
una certeza del 100%. Sin embargo, las 4 restantes fueron descartadas de portar la alteración molecular causante 
de Distrofinopatía (2 con 100%, 1 con 95% y 1 con 98% de certeza). 
Desde otra perspectiva, los estudios de segregación de STR permitieron detectar eventos moleculares en el gen 
DMD como ser deleciones, recombinaciones, retracciones, expansiones y mutaciones de novo o mosaico germinales. 
En 12 de las 38 familias analizadas, los estudios de segregación permitieron observar la deleción en el gen gracias 
a que los loci implementados mapearon dentro de la misma (Figuras 29, 30 y 31). Esto permitió transformar un 
estudio de índole indirecto en uno directo, por lo cual se alcanzaron certezas del 100% para los individuos 
analizados             
Por otro lado, se encontraron 6 eventos de recombinación los cuales, afortunadamente, sólo limitaron el poder 
diagnóstico del estudio de 2 mujeres. Llamativamente, 2 de los eventos tuvieron lugar en miembros de la familia 3, 
a la que pertenece la mujer sintomática con Síndrome de Turner (Figura 24). Además, se pudo determinar los STRs 
que mapean 5´ y 3´ al punto de recombinación para todos los eventos. Finalmente, si bien los puntos exactos de la 
recombinación no han sido detectados, 3 de las recombinaciones mapean en las zonas 5´ y central del gen mientras 
que otras 2 mapean dentro de la región central, lo cual se vería apoyado por la presencia de los hot spots de deleción 
y duplicación.  
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También, se evidenciaron 2 eventos de cambio en el número de unidades del repetitivo en 2 de los individuos 
analizados. Estos eventos tan pequeños, probablemente se deban a procesos de slippage o resbalones de la enzima 
polimerasa durante la replicación del gen DMD. La paciente #16/11 perteneciente la familia 3 presentó una 
retracción en una unidad y un evento de recombinación. Teniendo en cuenta los hallazgos realizados en esta mujer, 
sumado al hecho que otro hermano presentó otra recombinación y que cuentan con una hermana que padece 
Síndrome de Turner con Distrofinopatía, se tiende a sospechar en la existencia de alguna clase de inestabilidad en 
el ADN de presentación familiar. 
Por otra parte, los estudios indirectos permitieron corroborar el estado de mosaico germinal de la mujer #176 
perteneciente a la familia 18 (Figura 31), como así también condujeron a la sospecha de mosaicismo en otros 5 
casos. No obstante, en estos últimos 5 caso no puede descartarse la probabilidad de mutación de novo en el afectado 
o en la portadora. 
En el presente capítulo se logró determinar el estado de portador/afectado del 82% de los individuos afectados, 
colaborando con el certero y completo asesoramiento genético de las familias afectadas de Distrofinopatía en el país. 
Además, se demostró la importancia de diseñar algoritmos particulares para cada caso empleando de manera 
conjunta métodos directos e indirectos, los cuales permiten determinar el estado de portador/afectado en un alto 
número de individuos de forma rápida y costo-efectiva. Por otro lado, se demostró la gran y diversa utilidad de los 
estudios de segregación de alelos, los cuales permitieron determinar el estado de portador de un alto número de 
muestras, permitieron descartar contaminación con sangre materna en los estudios prenatales, detectar deleciones 
dentro del gen DMD y evidenciar diversos eventos moleculares (recombinaciones, mutaciones de novo y 
expansiones/retracciones) los cuales podrían alterar la asignación del estado de portador de las personas analizadas.   




CAPÍTULO 4: CARACTERIZACIÓN DEL GEN DMD 
 
i. Introducción  
Los rearreglos y mutaciones puntuales del ADN contribuyen a la evolución genómica y constituyen las causas de 
la diversidad genética entre 2 individuos. No obstante, en ellas también radica la fuente de las enfermedades 
genéticas. Por ello, contar con el pleno y certero conocimiento de las bases genéticas/moleculares involucradas en 
la mutagénesis de un dado gen y, más aún, asociadas a la fisiopatogenia de una determinada enfermedad constituye 
el pilar fundador para el desarrollo de estrategias terapéuticas, el establecimiento de consensos para el manejo 
clínico y diagnóstico y la mejora en los estándares de cuidado de los pacientes. Por este motivo, el presente capítulo 
tiene el fin de caracterizar el gen DMD y colaborar con la comprensión de los eventos que conducen a la generación 
de las alteraciones moleculares y, por ende, en el desarrollo de las distrofinopatías. 
 
Mecanismos asociados a mutagenesis 
Las enfermedades de origen genético representan un amplio espectro  de entidades clínicas no emparentadas las 
cuales comparten como base molecular subyacente a los rearreglos en secuencias específicas que pueden variar 
desde algunas bases (pb) hasta varias megabases (Mb). Variados mecanismos han sido asociados al desarrollo de las 
alteraciones moleculares, los cuales conducen a mutaciones de distintos tamaños y algunos, incluso, pueden dejar 
ciertas marcas o “cicatrices” en la secuencia del ADN como consecuencia de su ocurrencia.  
En cuanto a las mutaciones pequeñas o puntuales, el principal evento molecular por el cual acontecen es el 
slippage de la polimerasa, también asociado a la retracción o expansión de secuencias repetitivas pertenecientes a 
marcadores moleculares de tipo microsatélites (Ellegren, 2000) (Figura 27). Si bien esta clase de alteraciones 
moleculares puede ocurrir indistintamente en cualquier región del genoma, suelen acaecer con mayor frecuencia 
en regiones repetitivas (Ellegren, 2004). Además, estas variantes de secuencia pueden presentar diferencias 
poblacionales en sus frecuencias alélicas, lo cual puede deberse a eventos evolutivos como ser efectos fundadores.    
Los grandes rearreglos vinculados con patologías genéticas consisten, principalmente, en deleciones, 
duplicaciones e inversiones de segmentos únicos del genoma localizados en regiones específicas. Cada locus cuenta 
con características en su arquitectura genómica que le son propias, las cuales son capaces de influenciar la 
ocurrencia de eventos de recombinación y, por ende, determinar los mecanismos moleculares que allí tienen lugar. 
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Se ha reportado que los grandes rearreglos surgen, principalmente, mediante el proceso de Recombinación 
Homóloga No Alélica (Non-Allelic Homologous Recombination-NAHR) entre segmentos duplicados o repetidos en 
bajo número de copias, cuyos tamaños varían entre 100Kb y 10Mb (Inoue y Lupski, 2002). El NAHR se basa en el 
entrecruzamiento desigual, si bien homólogo, entre alelos distintos dado por la presencia de secuencias repetidas, 
directas (en el mismo sentido) o invertidas (en sentidos opuestos), lo cual puede conllevar a la formación de 
deleciones, duplicaciones e inversiones (Sasaki et al, 2010) (Figura 34). El incorrecto apareamiento puede darse en 
3 niveles: entre cromosomas homólogos, entre cromátidas hermanas e intracromátida. Acorde a la presentación de 
los segmentos duplicados y al nivel en que tenga lugar el entrecruzamiento, serán los productos finales (Figura 34). 
Cuando las regiones repetidas mapean dentro de genes, el NARH puede conllevar a su interrupción o su fusión con 

















Opuestamente a lo observado para las mutaciones puntuales, los eventos de NAHR no suelen presentar 
diferencias poblacionales en sus frecuencias y no tienen lugar de forma homogénea en el genoma (Inoue y Lupski, 
2002). En cambio, los entrecruzamientos acontecen preferentemente en regiones hot spots de recombinación (Paul 
et al, 2016).   














Inversión Deleción intersticial 
Fragmento acéntrico 
 
Figura 34. Rearreglos genómicos producto del mecanismo de Recombinación homóloga no alélica. Recombinaciones entre 
secuencias repetidas en el ADN pero en posiciones no alélicas puede conducir a deleciones, duplicaciones, inversiones y 
cromosomas isodicéntricos. En la figura se muestran 6 productos de NAHR entre repetitivos localizados en el mismo cromosoma, 
para las distintitas ubicaciones del repetitivo (directos e invertidos) y para las 3 clases de interacciones posibles (entre cromosomas 
homólogos, entre cromátidas hermanas e intracromátide). Los cromosomas homólogos se muestran en azul y en rojos, los cuales 
sólo se muestran en los casos en los que fueron involucrados en el NAHR. Las cromátidas hermanas tienen el mismo color y los 
repetitivos se muestran como triángulos blancos y negros. 
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Por otro lado, numerosos mecanismos moleculares distintos han sido asociados a la formación de deleciones y 
duplicaciones de tamaño intermedio, es decir entre 100pb y 100Kb. Entre ellos se encuentran: el proceso de Unión 
de Extremos No Homólogos (Non-Homologous End Joining-NHEJ), la presencia de regiones de unión a la membrana 
nuclear (Matrix Attachmente Regions-MARs), la existencia de orígenes de replicación, la presencia de sitios de corte 
para topoisomerasas y la movilidad de elementos transponibles.   
El NHEJ consiste en un mecanismo de reparación de emergencia de rupturas de la doble hélice del ADN (Double-
Stranded Breaks-DSBs). No implementa un templado homólogo a la región afectada por lo que la fidelidad de los 
productos de la reparación es baja, conllevando a la generación de deleciones o inserciones (Lieber, 2008; 
Decottignies, 2013) (Figura 35). Se sospecha la ocurrencia de NHEJ cuando la secuencia de los puntos de ruptura 
no muestran señal de homología o presentan una homología muy pequeña (microhomología < 8pb). Además, se ha 
asociado al mecanismo de NHEJ con la formación de duplicaciones pequeñas (aproximadamente 50-600bp) 

















inestabilidad produciría una mayor susceptibilidad a generar deleciones en la región implicada. Esto se explicaría 
Ruptura de la doble hélice o 




Inhibición de las 5´-3´ 
exonucleasas 
Reparación del DBS 
Productos de baja fidelidad 
generados NHEJ 
Unión de Extremos No homólogos o Non-Homologous End Joining (NHEJ) 
Figura 35. Mecanismo de Unión de Extremos No Homólogos (NHEJ). 
Los cromosomas homólogos se muestran en azul y en gris. El proceso 
se basa en el reconocimiento del DSB, la inhibición de las 
exonucleasas y la ligación/polimerización de los extremos. 
Finalmente, se detallan los posibles productos del NHEJ, los cuales 
gracias a su baja fidelidad pueden resultar en la ocurrencia de 
deleciones o inserciones. 
Las regiones MARs son secuencias del ADN 
involucradas al plegamiento en forma de loop 
y al anclaje del ADN a la envoltura nuclear 
por medio de un complejo proteico. Se ha 
reportado que en dichas zonas tienen lugar 
los procesos de replicación del ADN, los 
mecanismos de reparación, el splicing y la 
transcripción (Boulikas, 1995). La asociación 
entre la mutagénesis y la presencia de los 
MARs radicaría en el hecho que allí se 
produce un aumento en el estrés de torsión 
conllevando a DSBs y a los subsecuentes 
rearreglos (McNaughton et al, 1998). 
Por otro lado, los orígenes de replicación 
han sido asociados a sitios de fragilidad 
cromosómica (Toledo et al, 2000). Dicha 
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por eventos de replicación tardía, los cuales conducirían a la incompleta replicación del ADN al momento de 
iniciarse la división celular, conduciendo a la pérdida o deleción de las regiones no replicadas (White y den Dunnen, 
2006). Finalmente, dado que la replicación de segmentos duplicados se vería aún más impedida, se conjetura que 
raramente se hallarán duplicaciones en regiones cercanas a los orígenes de replicación. Por último, la implicancia 
de los sitios de corte para las topoisomerasas con los procesos de mutagénesis se debe que generan cortes en el ADN 
lo cuales promueven la ocurrencia de eventos de recombinación, replicación y transcripción (Gale y Osheroff, 
1992). Estos eventos, a su vez, pueden conllevar a la producción de rearreglos en el ADN.       
 
Desequilibrio de ligamiento 
Se denomina desequilibrio de ligamiento a la asociación no azarosa de los alelos pertenecientes a 2 o más loci. 
Dicho desequilibrio explica por qué ciertas combinaciones de alelos o marcadores genéticos se observan con mayor 
o menor frecuencia a la esperada para la formación al azar de los haplotipos, teniendo en cuenta las frecuencias 
alélicas de cada locus implicado. El nivel de desequilibrio entre loci se encuentra influenciado por: la distancia 
relativa en el genoma entre ambos, eventos de selección natural, la tasa de recombinación, la tasa de mutación, 
deriva génica, ausencia de panmixia y la estructura poblacional (Chakraborty y Motsinger-Reif, 2011).  
El análisis de desequilibrio de ligamiento permite conocer la evolución del genoma o, al menos, una región del 
mismo. Esto se debe a que los eventos demográficos, como ser el cambio en el tamaño poblacional y la migración, 
dan forma a los patrones genómicos de desequilibrio de ligamiento (McVean, 2002; Zavattari et al, 2000). 
 
El presente capítulo tiene como objetivo ahondar el conocimiento sobre los eventos de mutagénesis que tienen 
lugar en el gen DMD y llevar a cabo una profunda caracterización de los hallazgos realizados en la cohorte 
argentina analizada. Además, tiene como meta analizar la evolución genómica/demográfica de este gran locus en 
la población de estudio.  
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ii. Materiales y Métodos 
Identificación de los bordes de las deleciones 
Para realizar una completa caracterización del gen DMD se analizó la totalidad de las alteraciones moleculares 
identificadas durante los 23 años de trabajo del Laboratorio de Distrofinopatías. Con el fin de acotar 85 de las 
deleciones halladas por la técnica de PCR multiplex, se analizaron los exones faltantes mediante PCR simplex. La 
reacción de PCR se llevó a cabo como fue previamente descripto en el capítulo 1. 
 
Análisis de los puntos de ruptura de deleciones y duplicaciones 
El estudio se basó en las alteraciones moleculares halladas mediante la técnica de MLPA (Tabla 5) y en las 
deleciones identificadas en el Laboratorio de Distrofinopatías mediante PCR multiplex entre los años 1994 y 2012. 
Para el análisis de la frecuencia de los puntos de ruptura sólo fueron consideradas las mutaciones identificadas en 
individuos no relacionados de modo de incluir eventos mutacionales independientes. Se tuvieron en cuenta para el 
estudio un total de 259 deleciones y 20 eventos de duplicación. Se determinó el punto de ruptura 5´ como el intrón 
previo al primer exón afectado por la mutación mientras que el punto de ruptura 3´ fue establecido como el intrón 
ubicado río abajo al último exón implicado en la alteración molecular.  
  
Búsqueda de STRs intrónicos en el gen DMD 
Se buscó establecer la relación entre los puntos de ruptura de las mutaciones halladas en el gen DMD y la 
presencia de STRs en los intrones implicados. Por un lado, se tuvieron en cuenta los STRs previamente reportados 
localizados en el gen e implementados para los estudios de segregación de alelos (Tabla 15) [Leiden Muscular 
Dystrophy pages, http://www.dmd.nl]. Por otro lado, se llevó a cabo un análisis in silico de las secuencias de base 
de datos pertenecientes a los intrones del gen DMD (RefSeqGene: NG_012232.1). La búsqueda se centró en 
marcadores moleculares dinucleótidos, tanto simples como compuestos, que contaran con un mínimo número de 
10 repeticiones de la unidad conformante.  
   
Identificación de hot spots de mutaciones puntuales en el gen DMD 
El estudio se centró en las mutaciones pequeñas o puntuales que se encuentran reportadas en la base de datos 
LOVD 2.0 [Leiden Open Variation Database, http://www.dmd.nl]. Se analizó la frecuencia, la clase de mutación 
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(sustitución, deleción, inserción, duplicación e indel) y la localización de la alteración molecular (variantes exónicas 
o variantes localizadas en sitios consenso de splicing). 
 
Análisis de desequilibrio de ligamiento  
El estudio se basó en las variantes de secuencia identificadas mediante la técnica de WES en los 40 individuos 
analizados en el presente trabajo. Fueron excluidas del análisis las alteraciones moleculares asignadas como 
causantes de patología y las singletons, es decir aquellas variantes de secuencia que sólo fueron halladas en un único 
individuo. Finalmente, se tuvieron en cuenta 45 variantes de secuencia. Se implementó el programa Haploview 3.2 
[http://www.broadinstitute.org/haploview] para establecer si los polimorfismos se encontraban en equilibrio de 
Hardy-Weinberg, analizar la existencia de desequilibrio de ligamiento y, por ende, identificar haplotipos que estén 
cosegregando en la población analizada (Barrett et al, 2005). Se rechazó la hipótesis nula de equilibrio con un p-
valor < 0.001. Sólo 8 de las variantes se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (rs1800264, rs41303183, 
rs190527338, rs1800265, rs182502235, rs72468689, rs41303181 y rs1800279). El diagrama de desequilibrio 
de ligamiento se generó en base al D´ o normalización del D-Tajima. Dicho parámetro varía entre 0 (ausencia de 
Tabla 15. STRs reportados en el gen DMD 






DYS-III Promotor Dp427c c.-140132 (TA)8(CA)10 4 0.59 Feener (1991) 
5'DYS-I Promotor Dp427c c.-132222 (TG)6(TA)10 5 0.61 Feener (1991) 
5'DYS-II Promotor Dp427c c. -129241 (CA)15 8 0.77 Feener (1991) 
5'DYS-IV Intrón 1 (Dp427c) c.-123974 (TG)5(TA)4 0 0 Feener (1991) 
5'DYS MSB / 
sWXD2452 
Intrón 1c c.-8043 (AC)16_30 6 0.25 Oudet (1991) 
5'DYS MSA = 5'-5n1 Intrón 1m c.31+15515 (AC)8_24 10 0.57 Oudet (1991), King (1995) 
5'-5n3 Intrón 2 (TG)23 9 0.76 King (1994), King (1995) 
5'-5n4 Intrón 4 (AC)24 8 0.64 King (1995) 
DMDSTR07A Intrón 7 (TC)5TT(CT)12(CA)17 12 0.68 Base de datos de Leiden 
DMDSTR07B Intrón 7 (AC)18 7 0.44 Base de datos de Leiden 
5'-7n4 Intrón 25 (CA)8TA(CA)19 4 0.52 King (1995) 
STR-44 Intrón 44 (TG)6GG(TG)15TA(TG)2(AG)14 12 0.86 Clemens (1991) 
IVS44SK12 Intrón 44 (GT)18 5 0.38 Kochling (1995) 
IVS44SK21 Intrón 44 (GT)22 10 0.87 Kochling (1995) 
AFM297yd1 Intrón 44 (GT)13 8 0.59 Dib (1996) 
P20-CA Intrón 44 (TC)11(TG)10 --- >0.80 Base de datos de Leiden 
STR-45 (.1) Intrón 45 (CA)28 13 0.89 Clemens (1991) 
STR-45.2 Intrón 45 (AC)15 --- --- Reportado por Chamberlain 
AFM217xa5 Intrón 48 (GT)15 4 0.7 Dib (1996) 
STR-48 Intrón 48 (GT)18 --- --- Reportado por Chamberlain 
STR-49 Intrón 49 (AC)24 19 0.93 Clemens (1991) 
STR-50 Intrón 50 (CA)16 6 0.72 Clemens (1991) 
AFM072zh3 Intrón 51 (GT)13 6 0.73 Dib (1996) 
DMD1-2c / DMD I Intrón 59 (GT)17 5 0.51 Powell (1991) 
J66 Intrón 60 [(TA)n(TG)n]n --- 0.57 Reportado por Yau 
DI623 Intrón 62 
9225-23589_9225-23542 
(GAA)9_27 
18 0.91 Matsumoto (2004) 
STR62/63 Intrón 63 (AC)15 --- 0.38 Reportado por Taylor 
AFM283wg9 Intrón 63 
c.9286+18221_9286+18254 
(CA)16-21 
7 0.78 Dib (1996) 
DI671 Intrón 67 
c.9808-4883_9808-4814 
(CT)17_36 
14 0.81 Matsumoto (2004) 
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desequilibrio de ligamiento) y 1 (ausencia de recombinación entre los loci analizados o completo desequilibrio de 
ligamiento). Los distintos colores del gráfico dependen del valor de D´ y del estadístico LOD, pudiendo ser rojo 
intenso (D´=1, LOD≥2), rosa/rojo claro (D´<1, LOD≥2), blanco (D´<1, LOD<2) y azul (D´=1, LOD<2). 
Por otro lado, con el fin de validar las regiones que mostraron desequilibrio en la cohorte argentina, se analizó 
la existencia de desequilibrio de ligamiento en las poblaciones de 1000 genomas CLM (colombianos de Medellín), 
TSI (Italianos de Toscana) e IBS (Ibéricos de España). Dicho análisis se llevó acabo empleando las herramientas del 
sitio web Ensembl [https://www.ensembl.org/index.html]. 
 




Para los estudios del presente capítulo se analizaron eventos mutacionales independientes. Para ello, en casos 
donde se analizó más de un afectado pertenecientes a una dada familia, la mutación fue contabilizada sólo 1 vez.  
 
Deleciones 
En los 23 años de trabajo del Laboratorio de Distrofinopatías fueron halladas 259 deleciones en el gen DMD, de 
las cuales 85 fueron acotadas durante el desarrollo del presente trabajo (Tabla 16). Estas alteraciones moleculares 
constan de 111 rearreglos diferentes (Figura 36). La deleción del exón 45 resultó ser la más abundante (6,6%; 
17/259). Por otro lado, los exones 48, 49 y 50, los cuales se encuentran dentro del hot spot central de deleciones, 
fueron los más frecuentemente involucrados en las alteraciones moleculares halladas (31,7%; 82/259).  
La longitud de las deleciones fue entre 1-10 exones en el 62,2% (69/111) de los rearreglos, entre 11-20 exones 
en el 16,2% (18/111), entre 21-30 exones en el 9,9% (11/111), 31-40 exones en el 9% (10/111) y 41-50 exones 
en el 1,8% (2/111). Sin embargo, la deleción más larga identificada abarco la totalidad del gen DMD (0,9%; 1/111). 
Las mutaciones que implican un único exón fueron las más abundantes, correspondiendo al 13,5% (15/111), 
seguidas por las que abarcan 2 (8,1%; 9/111) y 3 (7,2%; 8/111) exones. El largo promedio de las deleciones fue de 
12 exones mientras que la mediana obtenida fue de 7 exones. 
En base a la literatura, el hot spot 5´ abarca los exones 2-20  y el localizado en la región central del gen DMD 
implica los exones 45-53. La gran mayoría de los rearreglos hallados se localizaron, al menos en parte, dentro de 
los hot spots de deleción del gen. Para ambas zonas calientes del gen se mapeó un total de 52 (46,8%) alteraciones 
moleculares diferentes. Sin embargo, en cuanto a la ocurrencia de mutaciones en estos hot spots, el 
mayoritariamente afectado fue el central con 159 rearreglos observados (61,4%; 159/259) mientras que el 32,4% 
(84/259) restante mapearon en la región 5´. 
En cuanto al efecto sobre el marco de lectura de las deleciones, en ambos hot spots se hallaron mayoritariamente  
alteraciones moleculares que producen CML. En el hot spot central se evidenciaron 32,4% (36/111) deleciones 
diferentes que generan CML, las cuales se observaron con una frecuencia de 63,7% (165/259). En cambio, 12,6% 
(14/111) alteraciones moleculares distintas no produjeron CML, las cuales presentaron una ocurrencia de 9,3% 
(24/259). En lo que respecta al hot spot 5´, fueron halladas 28,8% (32/111) deleciones diferentes que alteran el 
marco de lectura y 14,4% (16/111) mutaciones distintas no generaron CML, las cuales contaron con una frecuencia 
de 18,9% (49/259) y 11,6% (30/259) respectivamente.     
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Tabla 16. Acotación de deleciones identificadas por PCRm 
N° de 
muestra 
Observaciones Mutación sin acotar Mutación acotada 
#60 --- 9 - (12-18) - 20 11 - (12-19) - 20 
#172 --- 2 - (3-13) - 16 2 - (3-15) - 16 
#191 --- 13 - (17-19) - 44 16 - (17-19) - 20 
#192 --- 2 - (3-19) - 32 2 - (3-31) - 32 
#211 --- 17 - (18-25) - 32 17 - (18-25) - 32 
#216 --- 8 - (11-17) - 18 9 - (10-17) - 18 
#231 --- 19 - (42-43) - 44 30 - (31-43) - 44 
#270 --- PmM - (3-19) - 32 2 - (3-22) - 23 
#306 --- 4 - (8-13) -17 4 - (5-13) - 14 
#329 --- 45 - (47-48) - 49 46 - (47-48) - 49 
#338 --- 7 - (8-11) - 13 7 - (8-11) - 12 
#371 --- PmM - (3-19) - 43 2 - (3-23) - 24 
#372 --- 7 - (8) - 11 7 - (8-9) - 10 
#374 --- 45 - (47-48) - 49 45 - (46-48) - 49 
#381 --- (PmM-19) - 32 (PmM-21) - 22 
#399 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#414 --- 7 - (8) - 11 7 - (8-9) - 10 
#416 --- 17 - (18-19) - 43 17 - (18-19) - 20 




PmM - (3-19) - 43 2 - (3-23) - 24 #423 
#424 
#429 --- 47 - (48-52) - 60 47 - (48-53) - 54 
#430 --- 45 - (47-48) - 50 45 - (46-48) - 49 
#431 --- 48 - (50) - 51 48 - (49-50) - 51 
#436 --- 44 - (45-51) - 55 44 - (45-52) - 53 
#437 --- 8 - (17-19) - 44 11 - (12-29) - 30 
#438 --- 45 - (47-51) - 60 45 - (46-52) - 53 
#450 --- 19 - (43-51) - 60 42 - (43-55) - 56 
#451 --- 45 - (47-50) - 51 45 - (46-50) - 51 
#467 --- PmM - (3-17) - 19 2 - (3-17) - 18 
#469 Hermanos 
afectados 
4 - (8-19) - 43 7 - (8-21) - 22 
#470 
#476 --- 45 - (47-48) - 50 45 - (46-48) - 49 
#477 --- 45 - (47) - 48 45 - (46-47) - 48 
#478 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#508 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#535 --- 7 - (8-13) - 19 7 - (8-17) - 18 
#545 --- 7 - (8-45) - 48 7 - (8-46) - 47 
#551 --- 8 - (12-17) - 19 9 - (10-17) - 18 
#555 --- 50 - (51-54) - 60 50 - (51-54) - 55 
#561 Hermanos 
afectados 
PmM - (3-4) - 8 2 - (3-5) - 6 
#562 
#564 --- 4 - (7- 17) - 19 4 - (5-17) - 18 
#605 --- 8 - (13) - 17 12 - (13) - 14 
#629 --- 4 - (8-45) - 47 7 - (8-45) - 46 
#630 --- 48 - (50) - 51 48 - (49-50) - 51 
#663 --- PmM - (3-19) - 43 2 - (3-25) - 26 
#687 --- 44 - (45-53) - 55 44 - (45-54) - 55 
#691 --- 19 - (43-45) - 47 36 - (37-45) - 46 
#709 --- 45 - (47-52) 45 - (46-52) - 53 
#768 --- 13 - (17-19) - 43 13 - (14-43) - 44 
#778 --- PmM - (3-4) - 8 2 - (3-7) - 8 
#809 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#821 --- PmM - (3-25) - 43 2 - (3-29) - 30 
#823 --- 50 - (51-52) 50 - (51-54) - 55 
#826 --- 17 - (19) - 43 17 - (18-19) - 20 
#828 --- 17 - (19) - 43 17 - (18-29) - 30 
#836 --- 45 - (47-50) - 51 45 - (46-50) - 51 
#837 --- 4 - (7-13) - 17 4 - (5-13) - 14 
#849 --- PmM - (3-19) - 43 2 - (3-29) - 30 
#855 --- 19 - (43) - 44 42 - (43) - 44 
#857 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#862 --- 45 - (47-51) - 52 45 - (46-51) - 52 








#875 --- 4 - (8-19) - 43 7 - (8-29) - 30 
#879 --- 19 - (43) - 44 19 - (43) - 44 
#880 --- PmM - (3-13) - 17 2 - (3-15) - 16 
#889 --- (PmM-17) - 19 (PmM-18) - 19 
N° de 
muestra 
Observaciones Mutación sin acotar Mutación acotada 
#893 --- 45 - (47) - 48 45 - (46-47) - 48 
#894 --- 48 - (50) - 51 49 - (50) - 51 
#912 --- 44 - (45) - 47 44 - (45) - 46 
#928 --- 45 - (47) - 48 45 - (46-47) - 48 
#930 --- Pm - (3-19) - 43 2 - (3-23) - 24 
#933 --- 45 - (47-52) - 60 45 - (46-55) - 56 
#936 --- 50 - (51-53) - 56 50 - (51-53) - 54 
#19/10 --- 7 - (8) - 11 7 - (8-9) - 10 
#27/10 --- 2- (3-17) - 19 2 - (3-18) - 19 
#31/10 --- 50 - (51-54) - 56 50 - (51-55) - 56 




Por otro lado, teniendo en cuenta los dominios de 
la proteína Distrofina, el 64% (71/111) de las 
deleciones abarcaron únicamente el dominio rod o 
central (Figura 36). El 27,9% (31/111) de los 
rearreglos afectaron tanto el dominio rod como el 
dominio de unión a Actina, mientras que sólo el 2,7% 
(3/111) de las alteraciones moleculares implicaron 
los dominios rod/rico en cisteína/C-terminal. Las 
deleciones que afectaron de forma exclusiva el 
dominio de unión a Actina correspondieron al 3,6% 
(4/111) y las que sólo alteraron el dominio rico en 
Cisteínas al 1,8% (2/111). Finalmente, no se 
evidenciaron deleciones que mapearan únicamente en 
el dominio C-terminal. 
 

































Figura 36. Localización de las deleciones en el gen DMD identificadas durante los 23 años de trabajo del Laboratorio de Distrofinopatías. 
Las líneas enteras corresponden a mutaciones que generan CML de lectura, las líneas punteadas a aquellas sin CML y las líneas formadas 
por guiones a mutaciones que abarcan alguno de los extremos del gen. Los números entre paréntesis corresponden a la frecuencia de 
ocurrencia, mientras que aquellas sin número explicitado corresponden a las evidenciadas en 1 sola ocasión. Señalado con el asterisco se 
denota la fracción delecionada perteneciente al paciente portador de la mutación deldup. Los recuadros grises denotan la localización de 
los hot spot de deleciones reportados en literatura. 




Desde que fue incorporada a la pesquisa de mutaciones ofrecida en el laboratorio la técnica de MLPA, se han 
evidenciado 22 duplicaciones, entre las cuales se pueden diferenciar 18 rearreglos (Figura 37). La duplicación del 
exón 2 y aquella que abarca los exones 8-17 fueron las más abundantes (13,6%; 3/22). Por otro lado, los exones 8, 
9, 10 y 11 fueron los más frecuentemente involucrados en las alteraciones moleculares halladas (36,4%; 8/22 cada 
uno).   
El número de exones involucrados en las duplicaciones varió entre 1-10 en el 72,2% (13/18), entre 11-20 en 
el 11,1% (2/18) y, entre 21-30, 31-40 y 41-50 en el 5,6% (1/18) respectivamente. No obstante, los rearreglos más 
frecuentes fueron los de 1 único exón (27,8%; 5/18). La alteración molecular que abarcó más exones fue 1 - (2-
44) - 45, la cual afectó 43 exones. Además, el largo promedio de las duplicaciones fue de 10 exones mientras que 
la mediana obtenida correspondió a 7 exones   
La mayor parte de las duplicaciones identificadas mapearon en la región 5´ del gen DMD. En particular, el 61,1% 
(11/18) de las mutaciones se localizaron, al menos en parte, dentro del hot spot de duplicaciones reportado en la 
literatura (exones 2-10). El exón 62 resultó ser el más 3´ involucrado en una duplicación. En cuanto al efecto de 
los rearreglos identificados, casi todos conducen al corrimiento del marco de lectura (17/18), sólo una de ellas no 
lo afectaría. 
Por otra parte, teniendo en cuenta los dominios de la proteína Distrofina, el 27,8% (5/18) de las alteraciones 
afectaron únicamente el dominio de unión a Actina mientras que el 38,9% (7/18) mapearon dentro del dominio 
rod o central. Por otro lado, el 33,3% restante corresponde a mutaciones que implicaron simultáneamente los 
dominios de unión a Actina y rod. Finalmente, no se evidenciaron duplicaciones que afectaran al dominio rico en 









Figura 37. Ubicación de las duplicaciones halladas en el gen DMD. Las líneas enteras corresponden a mutaciones que generan CML de 
lectura y las líneas punteadas a aquellas sin CML. Los números entre paréntesis corresponden a la frecuencia de ocurrencia de la mutación, 
mientras que aquellas sin número explicitado corresponden a las evidenciadas 1 única vez. Señalado con el asterisco se denota la fracción 
duplicada perteneciente al paciente portador de la mutación deldup. Finalmente, el recuadro gris marca la localización del hot spot de 
duplicación reportado en literatura. 
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Análisis de los puntos de ruptura 
El análisis de las deleciones se llevó a cabo considerando un total de 255 puntos de ruptura, dado que debieron 
ser excluidas aquellas mutaciones que abarcaran los extremos 5´ y/o 3´ del gen. En estos casos, la localización del 
punto de ruptura no pudo ser establecida y probablemente se ubique en las regiones regulatorias del gen o por fuera 
del mismo.  
Entre las deleciones,  el punto de ruptura 5´ más frecuente se ubicó en el intrón 44 (18,8%; 48/255) (Figura 
38B). Luego, le siguieron el intrón 2 (12,5%; 32/255), el intrón 45 (10,2%; 26/255), el intrón 47 (0,9%; 23/255) 
y el intrón 7 (8,2%; 21/255). Estos intrones se ubican dentro de ambos hot spots de deleción reportados para el gen 
DMD. En cambio, el más frecuente punto de ruptura 3´ para las deleciones fue el intrón 50 (15,3%; 39/255), al 
cual le siguieron los intrones 52 (11%; 28/255) y 45 (7,5%; 19/255). Estos intrones pertenecen, únicamente, al 
hot spot central del gen. Además, los puntos de ruptura 3´parecerían presentar una distribución más homogénea 
en comparación al patrón observado para los puntos de ruptura 5´. 
Por otro lado, para las duplicaciones fueron considerados 22 puntos de ruptura dado que ninguna de las 
alteraciones moleculares abarcaron los extremos del gen. Si bien la cantidad de duplicaciones analizada fue 
apreciablemente menor a la de deleciones, dado el relativamente corto tiempo desde que se comenzó a emplear el 
MLPA en el laboratorio, fue posible realizar las siguientes observaciones. Los puntos de ruptura 5´ más frecuentes 
se localizaron en el intrón 1 e intrón 7 (22,7%; 5/22 cada uno), ambos involucrados en el hot spot de duplicaciones 
reportado para el gen DMD (Figura 38C). En cambio, 4 fueron los intrones donde mapearon la mayor cantidad de 
los puntos de ruptura 3´, ellos fueron los intrones 2, 7, 17 y 44 (13,6%; 3/22 cada uno), de los cuales 2 se ubican 
por fuera del hot spot. 
Los resultados obtenidos sugieren que ciertos intrones presentan una mayor susceptibilidad a sufrir rupturas que 
conllevan a rearreglos en el gen DMD (Figura 38B y C). Por ello, con el fin de establecer las causas que explican 
esta mayor predisposición, se analizó la longitud de los intrones del gen y, además, la presencia y abundancia de 
STRs en su secuencia.  
En primer lugar, el estudio de la longitud intrónica permitió determinar que el 53,8% (42/78) de los intrones 
del gen DMD superan las 10Kb e, incluso, 5 de ellos alcanzan longitudes mayores a las 100Kb (Figura 38C). En 
particular, el intrón 44, uno de los más frecuentes puntos de ruptura para deleciones y duplicaciones, es el más 
largo del gen dado que abarca 248Kb.     
Por otro lado, el análisis de los microsatélites, el cual se basó tanto en aquellos reportados previamente en la 
literatura como en la búsqueda in silico de STRs dinucleótidos simples y compuestos, permitió detectar la presencia 
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de al menos 1 marcador molecular en el 47,4% (37/78) de los intrones del gen DMD (Tabla 17). Entre los intrones 
que portan STRs, el 89,2% (33/37) también superan los 10Kb de longitud (Figura 38A). 
Finalmente, partiendo de los 510 puntos de ruptura de las deleciones estudiadas, sin discriminar entre puntos de 
ruptura 5´ y 3´, se halló que el 88,6% (452/510) mapearon en intrones que cuentan con STRs. Más aún, el 85,5% 
(436/510) de los puntos de ruptura coincidieron con intrones de longitud mayor a 10Kb con STRs en su secuencia. 
En cambio, al analizarse los 44 puntos de rupturas de las duplicaciones identificadas, se evidenció que el 79,5% 




























Figura 38. Análisis de los puntos de ruptura de los grandes rearreglos del gen DMD y correlación con la longitud intrónica. A. 
Longitud de los 78 intrones del gen. La línea roja y el asterisco señalan los intrones que superan los 10Kb de largo. Por otro lado, se 
muestra la distribución de los puntos de ruptura de las deleciones (B) y las duplicaciones (C). En ambas los puntos de ruptura 5´ se 
muestran con barras color rojo mientras que los puntos de ruptura 3´ se denotan con barras verdes. 
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Tabla 17. STRs intrónicos localizados en el gen DMD 
Intrón Short Tandem Repeats (STRs) 
1 [CA17] - [CA12] - [(TG)6(TA)7] - [TG12] - [TG14] - [TG17] - [(TA)18(GA)17] - [TA10] - [GA11] 
2 [AC16] - [GT10] - [GT23] - [GT20] - [GT18] - [GT19] - [GT18] - [GT24] - [GA10] - [CT13] 
4 [CA24] - [GT11] 
6 [(TA)3TG(TA)4T(GT)8(AT)13] 
7 [(CT)5TT(CT)12(CA)17] - [AC18] - [GT11] - [(TG)5(TA)9] 
9 [AC11] - [CA14] - [(AC)3(TG)18] 
11 [TA14] 
12 [(GT)5(AT)10] - [GT13] 
16 [CT19] 
21 [CA13] - [GT14] 
23 [(TA)3(TG)3(TA)9] 
25 [(CA)8TA(CA)19] 
29 [GT11] - [TA10] 
37 [GT19] 
41 [CA15] 
43 [TA22] - [TA23] - [(TG)2(TA)11CTG(TA)9] 
44 
[CA23] - [AC17] - [(CA)3TA(CA)19] - [(GT)4ATA(CA)9] - [CA17] - [CA16] - [(CT)23(CA)9] - [(TG)6G(GT)16AT(GT)2(AG)14] - [GT18] - 
[GT22] - [GT23] - [GT13] - [(CT)11(GT)9] - [GA10] - [GA21] - [(GA)9TT(GA)7] - [TA17] - [(TA)8TT(TA)8] - [TA20] - [AT22] - [CT10] - 
[(TG)5(TA)3(TG)2TACA(TA)19] - [(CT)13CCCTCC(CT)8]  
45 [CA28] - [CA15] - [TC25] - [(TA)7CA(TA)7(CA)2(TA)9TG(TA)5] 
46 [(TA)3(TG)6TATT(TA)4(CA)5] 
47 [CA14] - [(CG)4(CA)15] - [(GT)17(GA)14CA(GA)5] 
48 [GT18] - [GT15] - [GT17] - [AG25] - [(GT)7(AT)4(AC)14] 
49 [CA23] - [CT10] 
50 [CA16] - [GT13] - [GA10] 
51 [CA14] - [GT13] 
52 [GT23] - [AT16] - [(CA)16GACA(GA)12] - [(TA)8(TG)15] - [(TA)13(GA)16GT(GA)8] - [(TA)5(CA)3TACA(GA)14] 
53 [(CA)5TA(CA)7TA(CA)6(TA)2] 
54 [CA14] - [TA13] 
55 [AC20] - [GT23] - [TA11] - [(TG)14(TA)16] - [(GT)6ATTT(GT)10] - [(TA)12(GA)19] 
57 [CA21] 
59 [GT17] - [GA10] - [TA17] - [(GT)8(AT)11(AC)6] - [(TA)7(CA)20] 
60 [TG10] - [CT11] - [(CT)13(CA)20] - [(GT)27(GC)5] - [(AT)8(GT)5T(TA)7] - [(TA)8(TG)5(TA)9(TG)7(TA)7GAAA(GA)12] 
61 [GT10] - [(CT)10(CA)18] - [(GT)14(GC)5] 
62 [AC21] - [AC15] - [AC21] - [GT19] - [CT19] - [(CA)5(TA)9TG(GA)14] - [(GT)6AT(GT)10AT(GT)9]  
63 [CA15] - [CA17] 
64 [GT12] - [(CA)11TA(CA)5(TA)10] 
67 [CA11] - [CT35] - [(GT)6GC(GT)20] 








Con el objetivo de caracterizar la ocurrencia de mutaciones puntuales en el gen DMD, se llevó a cabo un análisis 
de las pequeñas variantes de secuencia reportadas en la base de datos pública de la universidad de Leiden LOVD 
2.0, dado el limitado número de mutaciones puntuales detectadas hasta el momento en nuestra población y el hecho 
que las variantes identificadas han sido incorporadas a dicha base de datos.  
La página contó con un total de 3.060 reportes de mutaciones localizados en regiones exónicas, entre las cuales 
se incluyen variantes de secuencia de efecto patogénico confirmado, de probable efecto patogénico y variantes sin 
patogenicidad concluyente. El 70,6% (2.159/3.060) de las variantes correspondieron a sustituciones, le siguieron 
las deleciones (20,2%; 618/3.060) y las duplicaciones (6,6%; 203/3.060).Tanto las inserciones como las deldup 


























































Sustituciones en sitios consenso de Splicing












































Figura 39. Análisis de las mutaciones puntuales en el gen DMD reportadas en la base de datos LOVD 2.0. A. Distribución de las 
variantes de secuencia exónicas, clasificadas en base al tipo de mutación. En verde se muestran los indels, en naranja las deleicones, en 
violeta las inserciones, en azul las sustituciones y en gris las duplicaciones. (B) Distribución de las variantes de secuencia ubicadas en 
sitios consenso del splicing. En rojo se muestran las mutaciones que afectan sitios dadores mientras que en verde aquellos que alteran los 
sitios aceptores del splicing. 
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frecuencias coincide con la observada para las mutaciones patogénicas exónicas identificadas en los varones 
afectados. En nuestra cohorte se halló que el 61,8% de las variantes fueron sustituciones, 26,5% deleciones y 14,7%  
duplicaciones.  
Por otro lado, si bien no se evidencian hot spots de mutaciones puntuales en el gen DMD, se pueden destacar 
algunos exones debido a la ausencia o baja cantidad de eventos de mutagénesis (exones: 50, 72, 73, 77, 78 y 79) 
(Figura 39A). Al contrario, también se pueden señalar exones que presentaron una elevada cantidad de variantes 
de secuencia (exones: 6, 20, 21, 23, 37, 48, 59 y 70). En particular, fueron los exones 59 y 70 los que presentaron 
la mayor cantidad de variantes de secuencia (124/3.060 cada una).  
En cuanto al análisis de las mutaciones que afectan los sitios de splicing, la base de datos contó con un total de 
374 reportes de sustituciones. Otras clases de mutaciones en los sitios consenso fueron registradas con frecuencias 
despreciables, por lo que no fueron incluidas en el análisis. La gran mayoría, el 65,5% de las mutaciones, afectó el 
sitio consenso GT dador del proceso de splicing (Figura 39B). En cambio, el 34,5% restante se debe a variantes de 
secuencia en el sitio AG aceptor del splicing. Si bien sólo se identificaron en nuestra cohorte 8 variantes de secuencia 
que afectan el splicing, parecerían mimetizar el patrón evidenciado en la base de datos. El 62,5% (5/8) de las 
mutaciones se localizaron en sitios dadores, mientras que el 37,5% corresponde a aquellas en sitios aceptores.    
Al igual que se observó para las variantes exónicas, se pueden destacar intrones que no presentaron alteraciones 
en los sitios del splicing (intrones: 23, 31, 35, 37, 39, 53, 72, 73, 74, 76, 77 y 78) (Figura 39B). Por otro lado, sólo 
2 intrones mostraron el mayor número de eventos de mutagénesis, el intrón 1 y el intrón 70. Finalmente, también 
se pueden reconocer intrones que únicamente portaron mutaciones en los sitios dadores (intrones: 14, 15, 16, 27, 
29, 30, 34, 36, 41, 48, 51, 54, 59, 70 y 71) y otros que sólo presentaron alteraciones en los sitios aceptores (intrones: 
4, 9, 28, 38, 40, 42, 49, 57, 58, 59, 74 y 76).  
 
Desequilibrio de ligamiento 
En base a las variantes de secuencia de efecto no patogénico identificadas en los pacientes analizados por la 
técnica de exoma, se quiso establecer la existencia de haplotipos particulares de la población argentina. Se 
excluyeron los singletons, variantes observadas en 1 sólo individuo, por lo que el estudio se realizó considerando 
45 polimorfismos.  
Empleando el programa Haploview, se identificaron dos bloques de cosegregación conformados por 3 y 2 
variantes de secuencia respectivamente (Figura 40). La frecuencia de los haplotipos generados por ambos bloques 
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se pueden observar en la figura 40. Con el fin de intentar establecer el origen evolutivo del haplotipo hallado, se lo 
comparó con el análisis de desequilibrio de ligamiento obtenido para los resultados del consorcio de 1000 genomas 
de las poblaciones CLM (colombianos de Medellín), TSI (Italianos de la Toscana) e IBS (Ibéricos de España). Se 
seleccionaron las mencionadas poblaciones de modo de analizar los 3 orígenes evolutivos más probables para 
nuestra población (amerindio, italiana y española). Exactamente los mismos bloques fueron identificados tanto en 
la población italiana como en la española (Figura 41). No obstante, en la población colombiana sólo el bloque 2 
resultó tal cual el observado en la población argentina, mientras que el bloque 1 contó con 2 de los polimorfismos, 
resultó ausente c.1635A>G (Figura 41). Estos hallazgos se ven apoyados por los MAF para estas 5 variantes, donde 
se puede identificar que las frecuencias de la población argentina resultan más similares a las poblaciones europeas 
que a la población colombiana (Tabla 18). 













Por otro lado, el análisis de desequilibrio sugiere la existencia de un tercer bloque cosegregante conformado por 
3 polimorfismos (c.832-53C>T; c.837G>A; c.960+166T>C), el cual mostró un valor de D´ igual a 1. No obstante, 
dicho bloque no estaría integrando el haplotipo mencionado anteriormente. Además, este estudio indicaría la 
probable presencia de un haplotipo en la región 3´ del gen DMD, el cual abarcaría las variantes de secuencia 
c.8810A>G, c.9361+138T>C, c.9564-97C>T, c.9649+15T>C, c.9975-79G>A, c.10797+82G>A, 
c.10797+135A>G, c.10798-100G>C. Si bien dicho bloque presentó valores de D´ iguales a 1 no alcanzó la 
significancia estadística necesaria (LOD<2) para ser aceptado. Probablemente, dicha potencia estadística podrá ser   
Block 1 Block 2 
Haplotipos 
Figura 40. Análisis empleando el programa Haploview de los polimorfismos identificados en la subpoblación analizada mediante la 
técnica de exoma. El diagrama de desequilibrio de ligamiento se generó en base al D´.  Los distintos colores del gráfico dependen 
del valor de D´ y del estadístico LOD: rojo intenso (D´=1, LOD≥2), rosa/rojo claro (D´<1, LOD≥2), blanco (D´<1, LOD<2) y azul 
(D´=1, LOD<2). Los números dentro de los triángulos blancos corresponden al valor D´ dividido 100. Los triángulos negros 
señalan los bloques que conforman los haplotipos identificados. En la esquina inferior derecha se detallan los haplotipos y sus 
frecuencias.   
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Figura 41. Análisis de desequilibrio de ligamiento empleando los datos de 1000 genomas para las variantes de secuencia pertenecientes a los bloques identificados en la población 
argentina. Se analizaron los resultados obtenidos paras las poblaciones CLM, TSI e IBS.   
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alcanzada al incorporarse al estudio un mayor número de pacientes analizados por la técnica de exoma.   
 












MAF CLM 52% 52% 3% --- 7% 
MAF TSI 41% 41% 14% 15% 14% 
MAF IBS 41% 41% 12% 14% 14% 
MAF cohorte argentina 30% 32% 14% 16% 16% 




En el presente capítulo se llevó a cabo una profunda caracterización del gen DMD y de los eventos mutagénicos 
que conducen al desarrollo de las Distrofinopatías. Los resultados aquí presentados colaboran con el conocimiento 
de las bases genéticas/moleculares de estas enfermedades, lo cual constituye la información necesaria sobre la cual 
se centra el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y el establecimiento de consensos sobre los algoritmos 
diagnósticos. 
El estudio realizado se basó en las alteraciones moleculares identificadas en individuos pertenecientes a la cohorte 
argentina afectada con Distrofinopatía en el correr de los 23 años de trabajo del laboratorio. Dado al hecho de que 
recién en el año 2012 se logró incorporar la técnica de MLPA al algoritmo molecular diagnóstico ofrecido y que, 
con anterioridad a ello, no se contaba con metodologías de índole cuantitativas, el número de duplicaciones 
analizadas fue apreciablemente menor al de las deleciones. Por ello, no se puede determinar la frecuencia de 
ocurrencia de los grandes rearreglos para el gen DMD, ya que probablemente en nuestra población se verá 
sobreestimado el número de deleciones y subestimada la abundancia de duplicaciones. No obstante, no debe 
olvidarse que durante el período de tiempo en que la pesquisa de deleciones se llevó a cabo mediante la técnica de 
PCR multiplex, no todas las deleciones eran identificadas puesto que sólo se analizaban exones localizados dentro 
de los hot spots de deleción.  
El análisis de las deleciones arrojó que la más frecuente fue la deleción del exón 45 (6,6%; 17/259), a la cual le 
siguieron las deleciones 47-(48-50)-51 y 48-(49-50)-51 que fueron evidenciadas 9 veces cada una. El hallazgo 
para la deleción del exón 45 se ve validada en el hecho que Aartsma-Rus y colaboradores (2006) la reportaron 
como la deleción más veces registrada en la base de datos de Leiden Duchenne Muscular Dystrophy Mutation 
Database (LOVD 2.0). Por otro lado, las 3 alteraciones moleculares más frecuentes mapearon dentro del hot spot 
central de deleciones del gen DMD, lo cual coincidió con que el 61,4% de las deleciones halladas acaecieron en esa 
misma región. Además, el 32,4% de los rearreglos tuvieron lugar en el hot spot 5´ del gen, cuyo valor fue mayor al 
25% reportado previamente por White y den Dunnen (2006). 
En cuanto a las duplicaciones, las más frecuentemente observadas fueron la duplicación del exón 2 y 7-(8-17)-
18 (13,6%; 3/22). Al igual que para las deleciones más frecuentes, la observación para el exón 2 se ve avalada por 
los reportes de la bases de datos LOVD 2.0 (Aartsma-Rus et al, 2006). Contrariamente a lo descripto por White y 
den Dunnen (2006), quienes evidenciaron que los exones 6 y 7 fueron los más frecuentemente implicados en las 
duplicaciones, en nuestra cohorte fueron los exones 8 al 11 los mayoritariamente duplicados. Por otra parte, el 
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61,1% de las duplicaciones mapearon en el extremo 5´ del gen, colocalizando con el hot spot de duplicaciones 
identificado gracias al advenimiento de las técnicas cuantittativas (Muntoni et al, 2003). 
En cuanto a los dominios de la proteína Distrofina, tanto las deleciones como las duplicaciones, afectaron 
predominantemente el dominio de unión a Actina y el Rod o central. Esto puede deberse a una predominante  
selección negativa de las alteraciones moleculares que alteren los dominios ricos en Cisteína y C-terminal, dado que 
ellos son fundamentales para la interacción con las proteínas del complejo CDG. En cambio, gracias a que la proteína 
cuenta con un sitio de unión a actina en el dominio rod y que cambios en la longitud del dominio rod o elástico 
suelen ser relativamente bien tolerados, se esperaría que las alteraciones moleculares que los alteren fueran 
relativamente menos deletéreas y, por ello, pudieran presentarse con mayor frecuencia.  
Por otro lado, el análisis de las deleciones indicó que los puntos de ruptura 5´ más frecuentes mapearon en ambos 
hot spots de deleciones, siendo el intrón 44 el predominantemente involucrado (Figura 38B). Mientras que los más 
abundantes puntos de ruptura 3´ sólo se localizaron dentro del hot spot central del gen DMD. En cambio, se halló 
que para las duplicaciones tanto los puntos de ruptura 5´ como los 3´ más frecuentes se ubicaron preferentemente 
en el hot spot de duplicaciones (Figura 38C). 
Se procedió a intentar establecer el mecanismo molecular involucrado con el origen de los rearreglos y explicar 
el origen de la susceptibilidad a sufrir rupturas que presentaron algunos intrones. Dado que ha sido previamente 
reportado que los STR estimulan los eventos de recombinación y que participan en la regulación génica, se decidió 
analizar la longitud intrónica y la presencia de STRs (Dutreix, 1997; Hui et al, 2005). Mediante un análisis in silico 
de la secuencia de referencia de los intrones del gen DMD, se hallaron STRs dinucleótidos simples y compuestos en 
37 de los intrones. Sólo una baja cantidad de los STRs hallados se encontraban reportados en la literatura (Tabla 
17). El 85,5% de los puntos de ruptura 5´ y 3´ de las deleciones coincidieron con intrones que poseen STRs en su 
secuencia y superan las 10Kb de longitud. Además, si bien en las duplicaciones se desconoce la localización del 
segmento duplicado, al analizarse los puntos de ruptura como aquellos que flanquan los exones involucrados, se 
observó que el 77,3% de los puntos de ruptura mapearon en intrones de longitud superior a los 10kb y portadores 
de STRs. Estos descubrimientos apoyan el rol de los microsatélites en la ocurrencia de alteraciones moleculares. No 
obstante, dado que no fueron secuenciados los puntos de rupturas no se puede establecer con certeza si conllevarían 
a procesos de NAHR o a eventos de NHEJ generados por sectores de microhomología.  
Más aún, si bien gran parte de los puntos de ruptura podrían explicarse por la presencia de STRs y el gran tamaño 
de los intrones involucrados, entre un 15-20% escaparían a esta teoría. Variadas hipótesis se pueden hallar en la 
literatura para explicar el porcentaje restante. Se ha reportado la presencia de MARs, de 6 orígenes de replicación 
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y de sitios de corte para topoisomerasas en el gen DMD (Hu et al, 1991; Verbovaia y Razin, 1997; Iarovaia et al, 
2004). Por otro lado, White y colaboradores (2006) secuenciaron los puntos de rupturas para las duplicaciones del 
exón 2 pero no hallaron regiones homólogas por lo que sugieren que dichos rearreglos habrían ocurrido por NHEJ. 
Dado el bajo número de individuos en los que se realizó pesquisa de mutaciones puntuales o pequeñas, se 
implementó la información proveniente de la base de datos de LOVD 2.0 para analizar la ocurrencia de esta clase 
alteraciones moleculares. Dicha estrategia nos permitió abordar 3.060 mutaciones puntuales  exónicas identificadas 
en pacientes con Distrofinopatía a nivel mundial. Además, se analizaron 374 reportes de sustituciones que afectaron 
los sitios consenso del splicing. Si bien el estudio de mutaciones puntuales no mostró existencia de hot spots, indicó 
que es poco probable para algunos exones y sitios consenso sufrir alteraciones moleculares pequeñas o puntuales. 
Estos exones se encontrarían principalmente en el extremo 3´ del gen, excluyendo el exón 70 el cual fue uno de los 
más afectados por esta clase de mutaciones. El hallazgo realizado para el exón 70, apoya los resultados obtenidos 
en nuestra cohorte. No obstante, el análisis de nuestra población detectó abundantes mutaciones missense de efecto 
no patogénico localizadas en los exones 21, 37 y 59, los cuales se encuentran entre los que presentaron mayor 
número de reportes de mutaciones puntuales (Figura 39A). Esto sugeriría que algunos reportes de la base de datos 
no se deben a mutaciones de efecto patogénico e, incluso, algunas se tratarían de polimorfismos, lo que recalca la 
importancia de curar y actualizar las bases de datos frente a los nuevos conocimientos. Por último, el análisis de las 
mutaciones puntuales permitió detectar una frecuencia predominante de las sustituciones tanto a nivel exónico 
(70,6%; 2.159/3.060) como a nivel de los sitios consenso del splicing y, además, una considerablemente mayor 
abundancia de las mutaciones que afectan los sitios dadores del splicing (65,5%) por sobre las regiones aceptoras 
(34,5%).  
Finalmente, se llevó a cabo un estudio de desequilibrio de ligamiento, empleando los polimorfismos identificados 
mediante la técnica de exoma, con el fin de determinar la existencia de haplotipos propios de nuestra población y 
detectar la presencia de marcas de evolución demográfica en ellos. El análisis realizado utilizando el programa 
Haploview, señaló la existencia de haplotipos conformados por 2 bloques cosegragantes de 3 y 2 variantes de 
secuencia respectivamente (Figura 40). Dicho hallazgo fue corroborado mediante el análisis de desequilibrio de 
ligamiento realizado sobre los datos de 1000 genomas para las poblaciones CLM, TSI e IBS. Estas comparaciones 
permitieron observar que uno de los polimorfismos evidenciados en la población argentina, TSI e IBS, no había sido 
reportado para la población CLM. Más aún, los MAF obtenidos para cada loci en nuestra cohorte resultaron siempre 
más parecidos a los MAF de las poblaciones TSI o IBS que a la población CLM. Estos descubrimientos señalarían que 
los haplotipos evidenciados se habrían adquirido gracias a las sucesivas oleadas migratorias europeas, especialmente 
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españolas e italianas, que han tenido lugar durante la historia de nuestro país. No obstante, dado que la gran mayoría 
de los pacientes analizados provienen de la provincia de Buenos Aires y la región pampeana, podría ocurrir que 
estas observaciones no se reprodujeran en otras cohortes de nuestro país, las cuales podrían contar con rasgos 
genómicos más similares a los autóctonos que a los europeos. Por otro lado, el análisis podría no ser certero, puesto 
que desconocemos la arquitectura genómica de los pueblos originarios argentinos y, dadas las poblaciones presentes 
en 1000 genomas fase 3, la población más cercana para realizar la comparación fue CLM, la cual podría no ser 
parecida. Por último, el haploview permitió detectar bloque con D´ igual a 1 pero que no resultaron estadísticamente 
significativos. Se esperaría que a futuro, al incorporarse al estudio un mayor número de individuos, se alcance la 
potencia estadística para dichos bloques.  
A modo de conclusión, en el presente capítulo se logró caracterizar la ocurrencia de las distintas alteraciones 
moleculares en el gen DMD en la cohorte argentina afectada con Distrofinopatía. Además, se identificaron nuevos 
STRs intragénicos mediante un estudio in silico y se halló evidencia que los correlacionaría con la susceptibilidad 
de algunos intrones a sufrir rupturas que conllevan a grandes rearreglos en el gen. Finalmente, se identificó 









CAPÍTULO 5: EL ROL DEL GEN DMD EN LA CARCINOGÉNESIS 
 
i. Introducción 
Como ha sido tantas veces mencionado y analizado durante el presente trabajo, las alteraciones moleculares en 
el gen DMD  están ligadas al desarrollo de las Distrofinopatías (Distrofia Muscular de Duchenne, Distrofia Muscular 
de Becker y Cardiomiopatía Dilatada Ligada al Cromosoma X). Sin embargo, este paradigma se vio alterado cuando 
en 2014 Wang y colaboradores postulan un nuevo rol del gen DMD en la carcinogénesis de tumores de orígenes 
miogénicos, por lo que ese año se convirtió en un hito para quienes abordan el gen DMD y sus patologías asociadas.  
Recordando un poco lo desarrollado en la introducción general de esta tesis, se han descripto y caracterizado al 
menos 16 isoformas distintas, de expresión tejido específica, para la proteína Distrofina. Dada su asociación con la 
distrofia muscular, la isoforma Dp427m, que se expresa en el músculo esquelético, ha sido estudiada con mayor 
profundidad y su función principal se encuentra bien definida. La proteína interactúa con las fibras de actina del 
citoesqueleto y con el complejo CDG (conjunto de glicoproteínas asociadas a la distrofina). Mediante estas 
interacciones se genera una intercomunicación entre el citoplasma y la matriz extracelular, lo cual juega un papel 
primordial en el mantenimiento de la estabilidad y organización de la membrana del sarcolema, señalización, y 
regulación de la homeostasis del músculo y calcio intracelular (Blake et al, 2002). No obstante, las funciones de las 
otras isoformas de la distrofina no han sido completamente dilucidadas. 
En los últimos 15 años han surgido algunos reportes que asocian al gen DMD y las proteínas que interaccionan 
directamente con la Distrofina, en otras palabras, genes pertenecientes al complejo CDG como ser los Distroglicanos, 
Disferlina y Calpaína-3, con el desarrollo y progresión tumoral (Sgambato et al, 2003; Korner et al, 2007; Schmidt 
et al, 2011; Hosur et al, 2012; Wang et al, 2014). Por ejemplo, en líneas celulares de melanoma se encontró 
frecuentemente disminuida la expresión de DMD en comparación a melanocitos primarios, y dicha reducción se 
debería a deleciones génicas homo y hemicigotas (Korner et al, 2007). En el mismo trabajo, se demostró in vitro que 
reprimir la expresión de DMD conlleva a una mayor migración e invasión de las células de melanoma (Korner et 
al, 2007). 
Por otro lado, vale la pena destacar que los ratones modelos de distrofias musculares presentan una alta 
incidencia de desarrollo de tumores asociados a tejidos musculares como ser miosarcomas, liposarcomas y 
fibrosarcomas (Schmidt et al. 2011). Más recientemente, Wang y colaboradores (2014) han demostrado la 
existencia de mutaciones somáticas intragénicas en DMD en tumores miogénicos, las cuales se asocian con la 
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progresión de los tumores hacia sarcomas letales de alto grado. Los autores también reportaron que las deleciones 
en DMD acaecen con mayor frecuencia en los sarcomas de origen miogénico (62.5%, 25/40) que en los sarcomas 
no miogénicos (0%, 0/58) y que en otros tipos tumorales (4.3%, 39/866). En este mismo trabajo, se pudieron 
dilucidar 2 funciones contrapuestas de DMD en la carcinogénesis de los tumóres miogénicos. En primer lugar, se 
demostró que la restauración de la expresión de DMD mediante un ensayo de mini genes inhibe la migración de 
células de sarcoma miogénico, la invasión, el crecimiento independiente del anclaje a la matriz y la formación de 
invadopodia (Wang et al. 2014).  Mientras que, en segundo lugar, debido a la conservación de la expresión de la 
isoforma Dp71 y verse raramente afectada por las deleciones intragenicas, se llevaron a cabo ensayos de knockdown 
para dicha isoforma los cuales probaron que inhibe la proliferación celular en los tumores miogénicos (Wang et al, 
2014).  
Los estudios antes mencionados demuestran que las deleciones del gen DMD no tienen lugar o acontecen con 
muy baja frecuencia en tumores de origen no miogénico, pero escasos son los datos relacionados a la expresión de 
DMD a nivel de ARNm en diferentes tipos tumorales. Finalmente, el objetivo del presente trabajo fue evaluar si la 
expresión de DMD se encuentra alterada y analizar las alteraciones moleculares que acontecen en los tumores no 
miogénicos, de modo de validar la nueva función turmorgénica de DMD.  Para cumplir esta meta, se diseñó un 
estudio estrictamente bioinformático haciendo uso de los datos disponibles en los repositorios de datos públicos. 
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ii. Materiales y Métodos 
Datos de microarrays de expresión génica 
Selección de las muestras 
El repositorio de datos públicos GEO (Gene Expression Omnibus) perteneciente al National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (Edgar et al, 2002; Barrett et al, 2013) fue implementado para la búsqueda de 
datos de microarrays de expresión génica. Con el objetivo de hallar trabajos que analizaran tanto tejido normal 
como tumoral humanos, se llevó a cabo la búsqueda utilizando las siguientes palabras claves y expresiones: 
(((cancer) AND normal) AND Homo Sapiens[Organism]) AND 50 : 10000[Number of Samples]. Fueron obtenidos 
1.366 resultados, sin embargo, la mayoría de los trabajos sólo incluían muestras de tejido tumoral. Por ello, de modo 
de reducir al mínimo la variabilidad inter-laboratorio, fue necesario realizar un nuevo filtrado de los trabajos de 
manera de quedarnos únicamente con aquellos que incluyeran tejido normal y tumoral. El pipeline de selección de 
los trabajos se encuentra detallado en la Figura 42. 
La aprobación de los protocolos y los consentimientos informados de los individuos analizados fueron obtenidos 















Figura 42. Pipeline para la selección de trabajos desde las bases de datos públicas GEO y cBioPortal.  
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Pre-procesamiento de los datos crudos de los microarrays seleccionados  
Los datos crudos de los estudios de microarray seleccionados fueron descargados y sometidos a controles de 
calidad y pre-procesamiento implementando el software basado en R denominado Bioconductor (Gentleman et al, 
2004; Huber et al, 2015). Se utilizó el algoritmo RMA (Robust Multi-array Average) con el fin de corregir el ruido 
o background, normalizar y transformar en logaritmos de base 2 (log2) las lecturas de cada muestra (Irizarry et al, 
2003). Con el objetivo de determinar si las series de datos analizadas sufrían de efecto de batch, se llevó a cabo un 
estudio de componentes principales.  
 
Análisis de expresión diferencial del gen DMD 
Para investigar la expresión diferencial del gen DMD entre tejido normal y tumoral, se utilizó el modelo lineal 
presente en el paquete ´limma´ de Bioconductor para calcular el LogFC (Log2-Fold Change entre 2 grupos de 
muestras) y los p-valores para las comparaciones utilizando un test t de Student de dos colas (Ritchie et al, 2015). 
Cuando necesario, se corrigió el modelo por efecto de batch. 
En los casos donde no se encontraban disponibles en GEO los datos crudos de los microarray, se implementó la 
herramienta GEO2R disponible en la página del NCBI. GEO2R en una interfase online basada en Bioconductor, la 
cual permite comparar la expresión génica entre diferentes grupos de muestras. GEO2R permitió calcular el LogFC 
y los p-valores para las comparaciones utilizando un test t de Student de dos colas. Sin embargo, esta herramienta 
no permite llevar a cabo controles de calidad, pre-procesar ni corregir los datos por efecto de batch. 
Dada la complejidad y el tamaño de DMD, la mayoría de los microarrays de expresión comerciales son diseñados 
con múltiples sondas que interrogan la expresión del gen. Puesto que fueron incluidos en el estudio distintas 
versiones y marcas de microarrays, para el análisis sólo fue considerada la sonda que mapea más cerca del extremo 
3´ del gen y que, por ende, detecta todas las isoformas de DMD. Únicamente la isoforma Dp40 no es detectada por 
estas sondas. Por ende, los cambios observados en la expresión de DMD corresponden a cambios globales y no 
pueden asociarse a ninguna isoforma en particular.  
Dado que solamente se analizó la expresión diferencial del gen DMD entre el tejido normal y tumoral, se analizó 
el p-valor no ajustado para determinar la significancia de los tests. Se consideró que la expresión de DMD sufrió 
grandes cambios respecto al tejido normal cuando la expresión fue al menos el doble (Fold-Change (FC) ≥ 2,00) o 
la mitad (FC ≤ 0,50) en el tejido tumoral. Por otro lado, se definió como cambio moderado cuando la expresión de 
DMD tuvo entre un 50%-99% de incremento (1,40 ≤ FC < 2,00) o reducción (0,50 < FC ≤ 0,70). Para ambos casos, 
Capítulo 5: El rol del gen DMD en la carcinogénesis                                                                                                            Materiales y Métodos 
159 
 
fueron considerados significativos los p-valores menores a 0,05. Cambios en los niveles de expresión de DMD en el 
tumor menores al 50% (0,70 < FC < 1,40) fueron considerados no significativos aún cuando los p-valores 
resultaran < 0,05. 
 
Datos de Next-Generation Sequencing (NGS) 
Selección de los estudios y análisis de los datos  
Se llevó a cabo una búsqueda en la base de datos pública “cBioPortal for Cancer Genomics”, portal que cuenta 
con datos de NGS provenientes de los consorcios The Cancer Genome Atlas (TCGA) y del International Cancer 
Genome Consortium (ICGC) (Cerami et al, 2012; Gao et al, 2013). Los criterios de inclusión y de exclusión para la 
selección de los trabajos se encuentran detallados en el pipeline de la Figura 42. Fueron analizados datos 
provenientes de estudios previamente publicados, lo cual implica que se trata de datos curados, y que incluyeran 
como mínimo 100 muestras. Además, fueron incluidos al análisis 43 estudios de rabdomiosarcomas con el objetivo 
de comparar los resultados obtenidos con los reportados previamente. Los estudios seleccionados para el análisis se 
encuentran enlistados en la Tabla 19. 
Tabla 19. Estudios seleccionados desde cBioPortal 
Clase de Cáncer - Abreviación del estudio N Referencia del trabajo 
Leucemia Mieloide Aguda  - AML (TCGA 
pub)  
200 
Cancer Genome Atlas Research N. Genomic and epigenomic landscapes of adult 
de novo acute myeloid leukemia. N Engl J Med. 2013; 368(22):2059-2074. 
Cáncer de Vejiga - Bladder (MSKCC 2014)  109 
Kim PH, et al. Genomic predictors of survival in patients with high-grade 
urothelial carcinoma of the bladder. Eur Urol. 2015; 67(2):198-201. 
Carcinoma Urotelial de Vejiga - Bladder 
(TCGA pub) 
127 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive molecular characterization 
of urothelial bladder carcinoma. Nature. 2014; 507(7492):315-322. 
Carcinoma Invasivo de Mama - Breast 
(Broad) 
103 
Banerji S, et al. Sequence analysis of mutations and translocations across breast 
cancer subtypes. Nature. 2012; 486(7403):405-409. 
Carcinoma Invasivo de Mama - Breast 
(Sanger) 
100 
Stephens PJ, et al. The landscape of cancer genes and mutational processes in 
breast cancer. Nature. 2012; 486(7403):400-404. 
Carcinoma Invasivo de Mama - Breast 
(TCGA pub) 
482 
Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular portraits of human breast 
tumours. Nature. 2012; 490(7418):61-70. 
Carcinoma Invasivo de Mama - Breast 
(TCGA pub2015) 
974 
Ciriello G, et al. Comprehensive Molecular Portraits of Invasive Lobular Breast 
Cancer. Cell. 2015; 163(2):506-519. 
Carcinoma de Célula Renal Clara- ccRCC 
(TCGA pub) 
418 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive molecular characterization 
of clear cell renal cell carcinoma. Nature. 2013; 499(7456):43-49. 
Colorectal Adenocarcinoma Triplets - 
Colorectal (MSKCC) 
138 
Brannon AR, et al. Comparative sequencing analysis reveals high genomic 
concordance between matched primary and metastatic colorectal cancer 
lesions. Genome biology. 2014; 15(8):454. 
Adenocarcinoma Colorrectal - Colorectal 
(TCGA pub) 
212 
Cancer Genome Atlas N. Comprehensive molecular characterization of human 
colon and rectal cancer. Nature. 2012; 487(7407):330-337. 
Adenocarcinoma de Esófago- Esophagus 
(Broad) 
146 
Dulak AM, et al. Exome and whole-genome sequencing of esophageal 
adenocarcinoma identifies recurrent driver events and mutational complexity. 
Nat Genet. 2013; 45(5):478-486. 
Sarcoma Pediátrico de Ewing - Ewing 
Sarcoma (DFCI) 
105 
Crompton BD, et al. The genomic landscape of pediatric Ewing sarcoma. Cancer 
discovery. 2014; 4(11):1326-1341. 
Sarcoma de Ewing - Ewing Sarcoma 
(Institut Curie) 
112 
Tirode F, et al. Genomic landscape of Ewing sarcoma defines an aggressive 
subtype with co-association of STAG2 and TP53 mutations. Cancer discovery. 
2014; 4(11):1342-1353. 
Glioblastoma - GBM (TCGA 2008) 206 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive genomic characterization 
defines human glioblastoma genes and core pathways. Nature. 2008; 
455(7216):1061-1068. 




Tabla 19. Estudios seleccionados desde cBioPortal (Cont.) 
Clase de Cáncer - Abreviación del estudio N Referencia del trabajo 
Glioblastoma - GBM (TCGA 2013) 580 
Brennan CW, et al. The somatic genomic landscape of glioblastoma. Cell. 
2013; 155(2):462-477. 
Carcinoma de Célula Escamosa de Cabeza 
y Cuello - Head & neck (TCGA pub) 
279 
Cancer Genome Atlas N. Comprehensive genomic characterization of head and 
neck squamous cell carcinomas. Nature. 2015; 517(7536):576-582. 
Carcinoma Hepatocelular - Liver (AMC) 213 
Ahn SM, et al. Genomic portrait of resectable hepatocellular carcinomas: 
implications of RB1 and FGF19 aberrations for patient stratification. Hepatology. 
2014; 60(6):1972-1982. 
Adenocarcinoma  de Pulmón- Lung adeno 
(Broad) 
183 
Imielinski M, et al. Mapping the hallmarks of lung adenocarcinoma with 
massively parallel sequencing. Cell. 2012; 150(6):1107-1120. 
Adenocarcinoma  de Pulmón - Lung adeno 
(TCGA pub) 
230 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive molecular profiling of lung 
adenocarcinoma. Nature. 2014; 511(7511):543-550. 
Adenocarcinoma  de Pulmón - Lung adeno 
(TSP) 
163 
Ding L, et al. Somatic mutations affect key pathways in lung adenocarcinoma. 
Nature. 2008; 455(7216):1069-1075. 
Cáncer de Células Pequeñas de Pulmón- 
Lung SC (UCOLOGNE) 
110 
George J, et al. Comprehensive genomic profiles of small cell lung cancer. 
Nature. 2015; 524(7563):47-53. 
Carcinoma de Células Escamosas de 
Pulmón- Lung squ (TCGA pub) 
178 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive genomic characterization of 
squamous cell lung cancers. Nature. 2012; 489(7417):519-525. 
Meduloblastoma - MBL (ICGC) 125 
Jones DT, et al. Dissecting the genomic complexity underlying medulloblastoma. 
Nature. 2012; 488(7409):100-105. 
Melanoma cutáneo- Melanoma (Broad) 121 
Hodis E, et al. A landscape of driver mutations in melanoma. Cell. 2012; 
150(2):251-263. 
Mieloma Múltiple - MM (Broad) 205 
Lohr JG, et al. Widespread genetic heterogeneity in multiple myeloma: 
implications for targeted therapy. Cancer Cell. 2014; 25(1):91-101. 
Carcinoma Renal de células No Claras - 
nccRCC (Genentech 2014) 
139 
Durinck S, et al. Spectrum of diverse genomic alterations define non-clear cell 
renal carcinoma subtypes. Nat Genet. 2015; 47(1):13-21. 
Cistoadenocarcinoma Seroso Ovárico - 
Ovarian (TCGA pub) 
489 
Cancer Genome Atlas Research N. Integrated genomic analyses of ovarian 
carcinoma. Nature. 2011; 474(7353):609-615. 
Cáncer Pancreático - Pancreas (UTSW) 109 
Witkiewicz AK, et al. Whole-exome sequencing of pancreatic cancer defines 
genetic diversity and therapeutic targets. Nature communications. 2015; 
6:6744. 
Adenocarcinoma Prostático - Prostate 
(Broad/Cornell 2012) 
112 
Barbieri CE, et al. Exome sequencing identifies recurrent SPOP, FOXA1 and 
MED12 mutations in prostate cancer. Nat Genet. 2012; 44(6):685-689. 
Adenocarcinoma Prostático - Prostate 
(MSKCC 2010) 
216 
Taylor BS, et al. Integrative genomic profiling of human prostate cancer. Cancer 
Cell. 2010; 18(1):11-22. 
Adenocarcinoma Prostático CNA study - 
Prostate (MSKCC 2014) 
104 
Hieronymus H, et al. Copy number alteration burden predicts prostate cancer 
relapse. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014; 111(30):11139-11144. 
Cáncer Metastásico de Próstata, SU2C/PCF 
Dream Team - Prostate (SU2C) 
150 
Robinson D, et al. Integrative clinical genomics of advanced prostate cancer. 
Cell. 2015; 161(5):1215-1228. 
Adenocarcinoma Prostático - Prostate 
(TCGA 2015) 
333 
Cancer Genome Atlas Research Network. Electronic address scmo and Cancer 
Genome Atlas Research N. The Molecular Taxonomy of Primary Prostate Cancer. 
Cell. 2015; 163(4):1011-1025. 
Rhabdomiosarcoma - RMS (NIH) 43 
Shern JF, et al. Comprehensive genomic analysis of rhabdomyosarcoma reveals 
a landscape of alterations affecting a common genetic axis in fusion-positive and 
fusion-negative tumors. Cancer discovery. 2014; 4(2):216-231. 
Sarcoma - Sarcoma (MSKCC) 207 
Barretina J, et al. Subtype-specific genomic alterations define new targets for 
soft-tissue sarcoma therapy. Nat Genet. 2010; 42(8):715-721. 
Adenocarcinoma de Estómago - Stomach 
(Pfizer UHK) 
100 
Wang K, et al. Whole-genome sequencing and comprehensive molecular 
profiling identify new driver mutations in gastric cancer. Nat Genet. 2014; 
46(6):573-582. 
Adenocarcinoma de Estómago - Stomach 
(TCGA pub) 
295 
Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive molecular characterization 
of gastric adenocarcinoma. Nature. 2014; 513(7517):202-209. 
Carcinoma Papilar de Tiroides - Thyroid 
(TCGA pub) 
507 
Cancer Genome Atlas Research N. Integrated genomic characterization of 
papillary thyroid carcinoma. Cell. 2014; 159(3):676-690. 
Carcinoma Uterino de Cuerpo Endometrial 
- Uterine (TCGA pub) 
373 
Cancer Genome Atlas Research N, et al. Integrated genomic characterization of 
endometrial carcinoma. Nature. 2013; 497(7447):67-73. 
 
La interfase online de cBioPortal fue implementada para determinar la frecuencia de alteraciones moleculares 
(mutaciones puntuales, deleciones e inserciones) que tienen lugar en el gen DMD en los tipos tumorales 
seleccionados. Además, permitió llevar a cabo la comparación de la Supervivencia global de pacientes portadores y 
no portadores de alteraciones moleculares en DMD. Para este último estudio, sólo fueron tenidos en cuenta aquellos 
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trabajos que contaran al menos con muestras de 10 pacientes con mutaciones en el gen DMD. Se realizaron curvas 
Kaplan-Meier estratificadas por genotipo y las comparaciones fueron evaluadas implementando tests de Log-rank. 
Al igual que para los datos de microarray, la aprobación de los protocolos y los consentimientos informados 
fueron obtenidos por los autores de los trabajos originales.   
 




Análisis de los niveles de expresión del gen DMD 
Se analizaron 16 clases diferentes de tumores no miogénicos, los cuales incluyeron 1.765 muestras humanas. La 
Tabla 20 detalla los estudios (GSEs) seleccionados del repositorio público GEO y las 27 comparaciones que se 
llevaron a cabo para el análisis de la expresión diferencial de DMD.  
En primer lugar, debido al hecho que la distrofina se encuentra codificada en el cromosoma X, se procedió a 
establecer la existencia de diferencias en los niveles de expresión de DMD dependiente del sexo. Para ello, se 
seleccionaron los estudios que incluyeron información del sexo de los pacientes, los cuales fueron: GSE10072, 
GSE39716 y GSE44076. Como era esperado, debido al proceso de inactivación de un cromosoma X en las mujeres, 
no encontramos diferentes niveles de expresión entre hombres y mujeres (Tabla 21). 
 En segundo lugar, nos propusimos validar nuestros resultados con los reportados anteriormente en tumores 
miogénicos (Wang et al, 2014), para ello se analizaron estudios de microarray de expresión realizados en muestras 
de leiomiosarcomas y sarcomas gastrointestinales (GIST). Se encontró una disminución no significativa en la 
expresión de DMD en estos tumores (Tabla 22). Sin embargo, la falta de significancia podría deberse a los pequeños 
tamaños muestrales de los trabajos analizados. Por otro lado, también se halló una menor expresión de DMD en 
melanomas en comparación con la piel normal. Ambos resultados corroboran los reportes previos y avalan el 
procedimiento implementado para el estudio de la expresión diferencial del gen DMD (Korner et al, 2007; Wang 
et al, 2014).  
El presente estudio halló una disminución en la expresión de DMD en 15 de las 27 comparaciones llevadas a 
cabo (Tabla 20). En el 60% (9/15) de las comparaciones la expresión estaba fuertemente reducida (FC≤0.50), 
mientras que en el 40% (6/15) restante, se encontraba moderadamente disminuida (0.50<FC≤0.70). Refuerza este 
hallazgo el análisis de muestras de tejidos pareados normal/tumoral, el cual mostró que la mayoría de los tejidos 
tumorales contaban con un menor nivel de expresión de DMD con respecto al tejido normal adyacente (Figura 43)    
Además, se detectó un aumento en la expresión de DMD en 6/27 comparaciones (Tabla 20). En el 33% (2/6) 
de ellas, la expresión se encontraba fuertemente incrementada (FC≥2.00), mientras que estaba moderadamente 
aumentada (1.40≤FC<2.00) en el 67% (4/6) restante. Finalmente, en las faltantes 6/27 comparaciones no se 
hallaron cambios significativos en los niveles de expresión de DMD (0.70<FC<1.40, or p>0.05) (Tabla X).   
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Sonda Comparaciones realizadasa FCb p-valor Percentilc Referencia 
Expresión Disminuída de DMD 
GSE3189  HG-U133 203881_s_at 
Nevi Benigno (18) / Piel Normal (7) 0.56 6.18x10-3 16.6% 
Talantov D, et al. Novel genes associated with malignant melanoma but 
not benign melanocytic lesions. Clin Cancer Res. 2005; 11(20):7234-
42. 
Melanoma (45) / Nevo Benigno (18) 0.36 3.62x10-10 5.6% 
Melanoma (45) / Piel Normal (7) 0.20 5.83x10-10 7.4% 
GSE6919  HG-U95C 40488_at 
Tumor Prostático Primario (65) / 
Tejido Prostático Normal (81) 
0.60 7.27x10-9 0.3% Chandran UR, et al. Gene expression profiles of prostate cancer reveal 
involvement of multiple molecular pathways in the metastatic process. 
BMC Cancer. 2007; 7:64.  
Yu YP, et al. Gene expression alterations in prostate cancer predicting 
tumor aggression and preceding development of malignancy. J Clin 
Oncol. 2004; 22(14):2790-9. 
Tumor Prostático Metastásico (25) / 
Tumor Prostático Primario (65) 
0.48 6.55x10-9 7.4% 
Tumor Prostático Metastásico (25) / 
Tejido Prostático Normal (81) 
0.28 1.49x10-20 1.4% 
GSE10072  HG-U133 203881_s_at 
Adenocarcinoma Pulmonar (58) / 
Tejido Pulmonar Normal (49) 
0.51 2.30x10-11 8.0% 
Landi MT, et al. Gene expression signature of cigarette smoking and its 
role in lung adenocarcinoma development and survival. PLoS One. 
2008; 3(2):e1651.  
GSE19804 HG-U133 203881_s_at 
NSCLC (60) / Tejido Pulmonar 
Adyacente Normal (60) 
0.63 2.79x10-4 5.4% 
Lu TP, et al. Identification of a novel biomarker, SEMA5A, for non-
small cell lung carcinoma in nonsmoking women. Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev. 2010; 19(10):2590-7. 
GSE43458  HuGene-1_0-st 8171921 
Adenocarcinoma Pulmonar (80) / 
Tejido Pulmonar Normal (30) 
0.56 8.03x10-10 5.5% 
Kabbout M, et al. ETS2 mediated tumor suppressive function and MET 
oncogene inhibition in human non-small cell lung cancer. Clin Cancer 
Res. 2013; 19(13):3383-95. 
GSE10797 HG-U133 203881_s_at 
Tumor de Epitelio Mamario (28) / 
Epitelio Mamario Normal (5) 
0.16 2.05x10-4 0.4% 
Casey T, et al. Molecular signatures suggest a major role for stromal 
cells in development of invasive breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 
2009; 114(1):47-62. 
GSE36295  HuGene-1_0-st 8171921 
Tejido de Cáncer de mama (45) / 
Tejido Mamario Normal (5) 
0.29 8.57x10-5 2.6% 
Merdad A, et al. Expression of matrix metalloproteinases (MMPs) in 
primary human breast cancer: MMP-9 as a potential biomarker for 
cancer invasion and metastasis. Anticancer Res. 2014; 34(3):1355-66. 
GSE15471 HG-U133 203881_s_at 
Adenocarcinoma Ductal de Páncreas 
(36) / Tejido Pancreático Normal (36) 
0.42 2.31x10-4 40.8% 
Badea L, et al. Combined gene expression analysis of whole-tissue and 
microdissected pancreatic ductal adenocarcinoma identifies genes 
specifically overexpressed in tumor epithelia. Hepato-gastroenterology. 
2008; 55(88):2016-27. 
GSE44076  HG-U219 11722991_a_at 
Tumor de Cólon (98) / Muestra 
Pareada Adyacente de Mucosa Normal 
(98) 
0.49 2.01x10-11 31.0% 
Sole X, et al. Discovery and validation of new potential biomarkers for 
early detection of colon cancer. PLoS One. 2014; 9(9):e106748.  
Closa A, et al. Identification of candidate susceptibility genes for 
colorectal cancer through eQTL analysis. Carcinogenesis. 2014; 
35(9):2039-46. 
GSE50161  HG-U133 203881_s_at 
Meduloblastoma (22) / Cerebro No 
Tumoral (13) 
0.62 0.036 41.8% 
Griesinger AM, et al. Characterization of distinct immunophenotypes 
across pediatric brain tumor types. J Immunol. 2013; 191(9):4880-8. 
GSE12453  HG-U133 203881_s_at 
Linfomas (42) / Centroblastos y 
Centrocitos Normales (9) 
0.17 3.57x10-8 3.3% 
Brune V, et al. Origin and pathogenesis of nodular lymphocyte-
predominant Hodgkin lymphoma as revealed by global gene 
expression analysis. The Journal of experimental medicine. 2008; 
205(10):2251-68. 
Giefing M, et al. Hodgkin-Reed-Sternberg cells in classical Hodgkin 
lymphoma show alterations of genes encoding the NADPH oxidase 
complex and impaired reactive oxygen species synthesis capacity. PLoS 
One. 2013; 8(12):e84928 
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Sonda Comparaciones realizadasa FCb p-valor Percentilc Referencia 
 
Expresión Aumentada de DMD 
GSE48558  HuGene-1_0-st 8171921 
T-ALL (13) / Linfocitos T Normales 
(17) 
1.57 4.47x10-4 13.3% 
Cramer-Morales K, et al. Personalized synthetic lethality induced by 
targeting RAD52 in leukemias identified by gene mutation and 
expression profile. Blood. 2013; 122(7):1293-1304. 
GSE22529  HG-U133 203881_s_at CLL (41) / Linfocitos B Normales (11) 4.40 2.06x10-4 3.3% 
Gutierrez A, et al. LEF-1 is a prosurvival factor in chronic lymphocytic 
leukemia and is expressed in the preleukemic state of monoclonal B-
cell lymphocytosis. Blood. 2010; 116(16):2975-83. 
GSE31048 HG-U133 203881_s_at 
B-CLL (179) / Linfocitos B Normales 
(24) 
6.12 4.04x10-6 8.2% 
Wang L, et al. Somatic mutation as a mechanism of Wnt/beta-catenin 
pathway activation in CLL. Blood. 2014; 124(7):1089-98. 
GSE53757  HG-U133 203881_s_at 
Carcinoma de Células Renales (72) / 
Muestra de Riñón Normal (72) 
1.91 3.39x10-15 15.6% 
von Roemeling CA, et al. Neuronal pentraxin 2 supports clear cell 
renal cell carcinoma by activating the AMPA-selective glutamate 
receptor-4. Cancer Res. 2014; 74(17):4796-810. 
GSE50161 HG-U133 203881_s_at 
Ependimoma (46) / Cerebro No 
Tumoral (13) 
1.57 0.033 49.5% Brune V, et al. Origin and pathogenesis of nodular lymphocyte-
predominant Hodgkin lymphoma as revealed by global gene 
expression analysis. The Journal of experimental medicine. 2008; 
205(10):2251-68 
Astrocitoma (15) / Cerebro No 
Tumoral (13) 
1.71 0.027 49.4% 
Sin cambios significativos en la expresión de DMDd 
GSE48558  HuGene-1_0-st 8171921 
B-ALL (27) / Linfocitos B Normales 
(11) 
0.84 0.325 63.3% Cramer-Morales K, et al. Personalized synthetic lethality induced by 
targeting RAD52 in leukemias identified by gene mutation and 
expression profile. Blood. 2013; 122(7):1293-304 AML (18) / Mielocitos Normales (18) 0.97 0.507 83.8% 
GSE50161 HG-U133 203881_s_at 
Glioblastoma (34) / Cerebro No 
Tumoral (13) 
0.95 0.812 63.4% 
Brune V, et al. Origin and pathogenesis of nodular lymphocyte-
predominant Hodgkin lymphoma as revealed by global gene 
expression analysis. The Journal of experimental medicine. 2008; 
205(10):2251-68 
GSE47927  HuGene-1_0-st 8171921 
CML (48) / Muestras de Individuos 
Normales (15) 
1.27 0.225 44.8% 
Cramer-Morales K, et al. Personalized synthetic lethality induced by 
targeting RAD52 in leukemias identified by gene mutation and 
expression profile. Blood. 2013; 122(7):1293-304 
GSE9476  HG-U133 203881_s_at 
Blastos Leucémicos AML (26) / Células 
Hematopoyéticas Normales de Médula 
Ósea (18) 
1.03 0.363 44.8% 
Stirewalt DL, et al. Identification of genes with abnormal expression 
changes in acute myeloid leukemia. Genes, chromosomes & cancer. 
2008; 47(1):8-20. Blastos Leucémicos AML (26) / Células 
Hematopoyéticas Normales de Sangre 
Periférica (20) 
1.01 0.749 60.8% 
a Los números encerrados entre paréntesis indican el número de muestras analizadas. 
b FC (Fold-Change) = 2^LogFC 
c Percentil en el que DMD se encuentra cuando todos los genes son ordenados de acuerdo al p-valor. 
d 0.70<FC<1.40 ó  p>0.05 
Abreviaciones: ALL, Leucemia Linfoide Aguda; AML, Leucemia Mieloide Aguda; CLL, Leucemia Linfoide Crónica; CML, Leucemia Mieloide Crónica; NSCLC, Carcinoma 
Pulmonar de células No Pequeñas. 





Por último, se estableció la ubicación de DMD en el ranking realizado con la totalidad de los genes incluidos en 
el microarray para cada estudio en particular. Para 13 de las 21 comparaciones que presentaron diferencias 
significativas, DMD se encontró dentro del 10% de los genes que mostraron una mayor expresión diferencial (Tabla 
X). Con el objetivo de verificar que estos hallazgos no fueran dados por eventos al azar, se evaluó el porcentaje del 
total de genes que no presentaron diferencias en los niveles de expresión entre las muestras normales y tumorales. 
Se observó que en promedio el 75% de los genes analizados en los microarrays, con un rango de 44-99%, no 
mostraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión, lo cual apoyaría el hecho que los hallazgos 
para el gen DMD no se deben al mero azar. Incluso, se evidenció que DMD se encontraba dentro percentiles aún 
menores, es decir que rankeaba más alto en comparación con genes ya establecidos como supresores tumorales. Por 
ejemplo, DMD rankeó más alto que BRCA1 en el 67%, más alto que BRCA2 en el 76%, más alto que RB1 en el 52% 
y más alto que PTEN en el 62% de las comparaciones llevadas a cabo. Todos estos resultados prueban la existencia 
de una desregulación del gen DMD en los tejidos tumorales mayor a la observada para otros genes.  
Tabla 22. Análisis de la Expresión de DMD en Tumores Miogénicos 
N° de Estudio 
en GEO (GSE) 
Muestras analizadas Sonda FC p-valor 
GSE2719 2 tejidos normales (estómago e intestino delgado) / 2 GIST 203881_s_at 0.80 0.721 
GSE2719 2 tejidos normales (estómago e intestino delgado) / 6 leiomiosarcoma 203881_s_at 2.19 0.222 
GSE2685 8 tejidos gástricos no tumorales / 22 tejidos tumorales primarios 
gástricos de estadio avanzado 
L35854_at 0.65 0.079 
  M18533_at 0.68 0.120 
  S81419_at 0.78 0.153 
GSE764 4 miometrio normal / 9 leiomiosarcoma uterinos + 4 leiomiosarcoma 
extrauterinos 
L35854_at 0.51 0.136 
  M18533_at 0.46 0.194 
  S81419_at 0.80 0.644 
 
 
Tabla 21. Análisis de diferencias en la expresión del gen DMD dependiente del sexo 
N° de Estudio 
en GEO (GSE) 
Sonda 
Mtras. Normales Mtras. Tumorales Mtras. Tumorales + Normales 
Mujeres/Hombres Mujeres/Hombres Mujeres/Hombres 
p-valor LogFC FC p-valor LogFC FC p-valor LogFC FC 
GSE10072 203881_s_at 0.240 0.227 1.170 0.509 0.118 1.085 0.632 0.080 1.057 
GSE39716 8171921 0.007* -0.843 0.557 0.914 -0.029 0.980 0.639 -0.112 0.925 
GSE44076 11722991_a_at 0.135 -0.254 0.839 0.268 -0.292 0.817 0.158 -0.217 0.861 
*Dado que este estudio contaba con un número limitado de muestras, incluía sólo 3 muestras normales masculinas y 3 
muestras normales femeninas, no fue considerada significativa la diferencia de expresión entre sexos.      





Análisis de mutaciones en el gen DMD en tejidos tumorales 
Dado que DMD se encontró disminuida en gran parte de los tipos tumorales analizados, se sospechó que pudiera 
estar cumpliendo un rol de supresor tumoral. Por ello, con el objeto de corroborar esta hipótesis se decidió 
profundizar el análisis mediante el estudio de la presencia, las clases y las frecuencias de las alteraciones moleculares 
que acaecen en el gen DMD y que se encuentran reportadas en la base de datos cBioPortal. 
Se incluyeron en este análisis datos de NGS provenientes de 8.052 muestras de diferentes tipos tumorales (Tabla 
19). Se encontró que la mayoría de las alteraciones moleculares que tienen lugar en el gen DMD son mutaciones 
Figura 43. Se muestran los gráficos del 
Log2 de la expresión de DMD para los 
trabajos que incluían muestras de tejido 
normal y tumoral adyacentes. Los 
boxplots indican la media y el rango 
dado por los percentiles 25-75, 
mientras que las barras marcan los 
percentiles 5-95% Las líneas ubicadas 
entre los bloxplots conectan las 
muestras pareadas, representando los 
cambios en la expresión de DMD por 
individuo. Pese al hecho que para 
algunos individuos DMD muestra un 
aumento en la expresión, se encuentra 
disminuida para la mayoría de los tipos 
tumorales comparado con su 
contraparte normal. 
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pequeñas, mientras que en bastante menor frecuencia se encuentran las deleciones y el aumento en el número de 
copias (Figura 44A). Si bien la ocurrencia de mutaciones en DMD varió entre los distintos estudios y los distintos 
tipos tumorales, fue constante para algunas clases de tumores como ser el para cáncer de mama y cáncer de pulmón 

























La frecuencia media de las alteraciones moleculares en DMD fue 3,4%. Dicho valor resultó ser mayor a la 
frecuencia media observada para otros genes con función de supresor tumoral en los mismos estudios, por ejemplo: 
Mutación Deleción Amplificación 
Missense Mutaciones Truncantes Residuos afectados por distintas clases de mutaciones 
A 
B 
Figura 44. Análisis de las alteraciones genéticas en el gen DMD implementando la interfase de cBioPortal. La presente 
figura fue creada implementando los recursos proporcionados por dicho sitio web. (A). Clase y frecuencia de las 
mutaciones observadas para los distintos estudios analizados. En el eje X se muestran las abreviaturas de cada estudio, 
clasificados por color los distintos tipos tumorales y la disponibilidad de información de la mutación y del número de 
copias. (B). Distribución y frecuencia de las mutaciones pequeñas del gen DMD halladas en las muestras tumorales. 
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BRCA1: 1.6%, BRCA2: 2.8%, PTEN: 3.0% y RB1: 3.9%. Más aún, en los estudios de cáncer de mama esporádicos se 
pudo observar que, en los mismos tumores, la frecuencia media de mutaciones en DMD fue mayor a la frecuencia 
media de alteraciones moleculares para los genes BRCA (3.95%, 1.95% y 3.40% para DMD, BRCA1 y BRCA2, 
respectivamente). Cabe destacarse, que en rabdomiosarcomas no se hallaron mutaciones en DMD, lo cual coincide 
con reportes previos (Wang et al, 2014). 
Por otro lado, las herramientas de la interfase cBioPortal permitieron llevar a cabo el análisis de las clases y la 
localización de las mutaciones pequeñas identificadas en el gen DMD. Esto permitió descartar la existencia de hot-
spot de mutaciones en el gen (Figura 44B). En cuanto a la clase de mutaciones reportadas, se evidenció que el 15.7% 
codificaría para mutaciones truncantes (mutaciones nonsense, InDels que alteran el marco de lectura y mutaciones 
en los sitios consenso de splicing) (Tabla 23). El 84.3% restante corresponde a mutaciones missense, de las cuales, 
acorde a los softwares predictores del impacto de estas variantes de secuencia, se esperaría que el 70.3% tuvieran 
un efecto pobre o moderado sobre la proteína distrofina (Tabla 23).   
 
Tabla 23. Análisis de mutaciones pequeñas en el gen DMD obtenidas de cBioPortal 
 Clase de mutación 
 missense nonsense 
In/Del que alteran el 
Marco de Lectura 
Sitios de splicing 
 413 (84.3%) 34 (6.9%) 23 (4.7%) 20 (4.1%) 
Predicción in silico del impacto en la función de la proteina Distrofina 
Neutral 102 (24.7%) na na Na 
Bajo 151 (36.6%) na na Na 
Moderado 139 (33.7%) na na Na 
Sin suficiente 
información 
21 (5.1%) na na Na 
                     na: not applicable 
 
Estudio de Supervivencia Global 
En última medida, se llevó a cabo un análisis de supervivencia global con los datos obtenidos de la interfase de 
cBioPortal. Sólo se encontraban reportados 11 estudios que incluían un seguimiento en el tiempo de los pacientes 
analizados. A partir de estos 11 estudios e implementando las herramientas de cBioPortal, se generaron curvas 
Kaplan-Meier estratificadas en base al genotipo y se las comparó usando el Log-rank test.  En 2 de los trabajos 
analizados, se puedo evidenciar que aquellos pacientes que poseen una alteración molecular en el gen DMD cuentan 
con una supervivencia global más pobre respecto a aquellos que poseen el gen normal o wild-type (Figura 45). 
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Figura 45. Análisis de supervivencia global realizado con cBioPortal.  En la figura se muestran dos curvas Kaplan–Meier para 
la supervivencia global estratificadas en base al genotipo wild-type o normal (wt) y al genotipo mutado (mut). Sólo se 
muestran las curvas de los 2 estudios que revelaron diferencias significativas entre ambos grupos. Las marcas verticales sobre 
las curvas denotan los pacientes monitoreados. En la Gráfica se observa que los pacientes portadores de alteraciones en el gen 
DMD poseen una supervivencia global más pobre respecto de los pacientes que no las portan. 




Las mutaciones germinales que acaecen en el gen DMD han sido, históricamente, asociadas con el desarrollo de 
Distrofinopatías. No obstante, en los últimos años, una nueva función de DMD asociada a tumorgénesis está 
emergiendo. Por ello, el presente trabajo planteó como objetivo el análisis de la expresión de DMD  y sus alteraciones 
moleculares en distintos tipos tumorales no miogénicos, implementando repositorios públicos de resultados de 
microarrays de expresión y RNAseq. 
Reportes previos han asociado la progresión o malignización de tumores miogénicos con la presencia de 
deleciones intragénicas en el gen DMD (Schmidt et al, 2011; Hosur et al, 2012; Wang et al, 2014;  Stephens et al, 
2015). Dichos resultados son similares a los observados en líneas celulares de melanoma (Korner et al, 2007). Estos 
trabajos se basaron en experimentos llevados a cabo en líneas celulares, animales modelo o en un número limitado 
de muestras humanas. Incluso, muchos de estos reportes, sólo se enfocaron en la búsqueda de grandes deleciones 
en el gen DMD. Es por esto que el presente estudio cobra relevancia, dado que se ha analizado aproximadamente 
un total de 9.000 muestras humanas, evaluándose no sólo los niveles de expresión del gen DMD sino también la 
frecuencia de ocurrencia de las distintas clases de alteraciones moleculares y la supervivencia global.  
En concordancia con los reportes que sugieren que DMD poseería una función de supresor tumoral, se ha hallado 
que la expresión de DMD se encuentra significativamente disminuida en la mayoría de los tipos tumorales 
analizados en comparación con los tejidos normales. Más aún, se encontró la expresión de DMD disminuida en los 
tumores de próstata primarios respecto del tejido prostático normal y, todavía más disminuida en los tumores de 
próstata metastásicos. De igual manera, se evidenció una menor expresión de DMD en los melanomas en 
comparación con los nevi benignos, los cuales, a su vez, presentaron una menor expresión que las muestras de piel 
normal. Estos últimos resultados se ven apoyados por los hallazgos realizados en líneas celulares de melanoma por 
Korner y colaboradores (2007).  
El estudio de las alteraciones moleculares que tienen lugar en el gen DMD reveló una elevada frecuencia de 
mutaciones, la cual resultó ser similar a la observada para otros genes supresores tumorales como BRCA1, BRCA2, 
PTEN y RB1. Sumado a esto, en pacientes con Carcinoma endometrioide y Carcinoma de mama invasivo portadores 
de mutaciones en el gen DMD se evidenció una disminución en la supervivencia global. Valida este hallazgo el 
trabajo de Stephen y colaboradores (2015), quienes reportaron la asociación entre una menor sobrevida en 
pacientes con Cáncer de tracto gastrointestinal superior y una menor expresión de DMD.  
Opuestamente, también se detectó un aumento en los niveles de expresión del gen DMD en las Leucemias linfoide 
aguda tipo T, Leucemia linfoide crónica de tipo B, Carcinoma renal, Ependimoma y Astrocitoma. Dichos resultados 
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concuerdan con lo reportado por Nikitin y colaboradores (2007), quienes han demostrado la ocurrencia de 
sobreexpresión de DMD en Leucemia Linfoblástica Crónica de tipo B respecto a los linfocitos B normales. Además, 
esta sobreexpresión fue asociada a una menor sobrevida y a una disminución en el tiempo de duplicación linfocitaria 
(Nikitin et al. 2007).  
Si bien todos estos resultados apoyan la existencia de un rol de DMD en la tumorgénesis, parecería estar 
cumpliendo dos papeles opuestos. En ciertos tumores actuaría como supresor tumoral mientras que otros DMD 
parecería estar cumpliendo la función de un oncogen. Los mecanismos moleculares que subyacen al desarrollo 
tumorgénico, asociados tanto al aumento como a la disminución de la expresión del gen DMD no han sido 
estudiados en el presente trabajo. Sin embargo, la alteración de la expresión de la distrofina podría estar modificando 
interacciones célula/célula y células/matríz extracelular, que a su vez alterarían las distintas vías de señalización 
involucradas en la proliferación, migración e invasión, contribuyendo al desarrollo y progresión tumoral.  
Dado que las sondas de los microarray hibridan en regiones compartidas por todas las isoformas de la Distrofina, 
no es posible desprender del análisis realizado cuál o cuáles de las isoformas se encuentran implicadas en la 
tumorgénesis, Menos aún, saber si una misma isoforma podría estar cumpliendo el rol de supresor tumoral y de 
oncogen. Pero varios trabajos han intentado dilucidar el rol de DMD en la tumorgénesis y el mecanismo molecular 
en el que se encuentra implicada para un tipo tumoral en particular, los cuales podrían explicar los resultados 
obtenidos en el presente trabajo.   
Por un lado, Wang y colaboradores (2014) observaron que los niveles de expresión de la Dp71 se encontraban 
conservados en tumores miogénicos que portaban deleciones intragénicas en el gen DMD, las cuales raramente se 
extendían a los exones encargados de codificarla. Además, realizaron un knockdown de la Dp71 que conllevó a una 
disminución en el crecimiento celular, por lo cual se concluye que la Dp71 cumpliría un rol esencial en la 
proliferación celular en los tumores miogénicos. Resultados parecidos se obtuvieron al realizar un knockdown de 
la Dp71 en una línea celular de Cáncer de pulmón, lo cual valida el rol oncogénico de la Dp71 (Tan et al, 2016a). 
Estos resultados conducen a la sospecha de que la Dp71 sea responsable de la sobreexpresión de DMD observada 
en las Leucemias, Carcinoma renal, Astrocitoma y Ependimoma. Dicha hipótesis aún debe ser probada y es el camino 
por el que se continuará a futuro este trabajo. 
Por otro lado, hasta el momento, a 2 isoformas de la Distrofina le ha sido atribuida la función de supresor 
tumoral: Dp427 en tumores miogénicos y Dp71 en Adenocarcinoma gástrico. En tumores miogénicos, dada la 
observación de ausencia o disminución de la expresión de la Dp427 a causa de grandes deleciones intragénicas, se 
demostró que mediante la transfección de un miniDMD (isoforma Dp427 sin los exones 17-48) se inhibía la 
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invasión y la migración celular (Wang et al, 2014). Sin embargo, los resultados no fueron duplicados al expresar la 
miniDMD en fibrosarcomas no miogénicos y en Sarcoma de Edwing. En cambio, Tan y colaboradores (2016b) 
evidenciaron una disminución en la expresión de la Dp71 en pacientes con Adenocarcinoma gástrico, lo cual 
correlacionaba con una menor sobrevida. En este caso, también, al inducirse la reexpresión de la isoforma se inhibía 
la proliferación de las células gástricas, lo cual demuestra la función de la Dp71 como supresor tumoral. 
Lamentablemente, como ya se ha mencionado, al implementarse una sonda que hibrida en todas las isoformas no 
es posible establecer si alguna de estas 2 isoformas es la causal de la reducción en la expresión de DMD observada. 
Para ello, se requiere llevar a cabo un análisis más exhaustivo y ahondar en el estado de expresión y función de 
todas las isoformas de la Distrofina.   
Finalmente, el presente trabajo corrobora y valida el nuevo rol del gen DMD en la carcinogénesis, lo cual abre 
las puertas a futuros estudios que analicen el uso de la cuantificación de los niveles de expresión de DMD como 
factor pronóstico de sobrevida de los pacientes. Además, esta nueva función promueve la caracterización y la 
profundización de las funciones de todas las isoformas del gen DMD, como así también, de los mecanismos 
moleculares subyacentes a los papeles de supresor tumoral y de oncogen. Por último, este estudio se basó en la 
implementación de recursos disponibles en bases de datos públicas, por lo que destaca la importancia de compartir 
los resultados de estudios masivos de datos en los repositorios y fomentar el aprovechamiento de los mismos más 
allá del objetivo original de cada ensayo.       






El “Laboratorio de Distrofinopatías” de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires 
fue creado en el año 1994, la experiencia adquirida en los 23 años de trabajo lo han transformado en centro de 
referencia para análisis genético/molecular de estas graves enfermedades en nuestro país. El objetivo principal del 
laboratorio consiste en llevar a cabo estudios moleculares diagnósticos en los individuos afectados con estas 
patologías en el país, caracterizar las alteraciones moleculares que tienen lugar en el gen DMD y estimar el riesgo 
de desarrollar o transmitir a la descendencia la enfermedad. Se busca llevar a cabo diagnósticos moleculares para 
las Distrofinopatías con el fin último de brindar un certero asesoramiento o consejo genético a los pacientes y sus 
familiares e, incluso, realizar estudios de tipo prenatal en familias con antecedentes de estas enfermedades. El 
presente trabajo de tesis representa la continuación de los objetivos y de los estudios realizados en el laboratorio 
desde el año 1994. 
La identificación de la alteración molecular en el gen DMD resulta clave para la confirmación del diagnóstico 
clínico presuntivo de Distrofinopatía, establecer la prognosis del paciente y, actualmente, establecer la estrategia 
terapéutica mutación-dependiente que se adecúe a cada caso particular. No obstante, pese a todas las líneas de 
investigación para hallar una cura para estas enfermedades y los distintos tratamientos que están siendo evaluados, 
continúa siendo necesario brindar un completo asesoramiento genético a las familias afectadas. En otras palabras, 
aún resulta de suma importancia llevar a cabo estudios de detección de individuos portadores, estudios prenatales 
y preimplantatorios de modo de evitar el nacimiento de varones enfermos. Por ello, con el fin de mejorar la calidad 
y certeza de los estudios brindados, mediante la actualización de las estrategias metodológicas empleadas y 
completar el algoritmo de pesquisa de mutaciones, durante el desarrollo de la presente tesis han sido puestas a 
punto e incorporadas la técnica de MLPA y análisis de WES. Además, con este mismo objetivo, la formación de la 
tesista se centró tanto en la adquisición de conocimientos en el manejo de programas informáticos necesarios a 
realizar los estudios y el análisis de las variantes de secuencia identificadas como en la generación de modelos 
bioinformáticos de proteínas para la predicción del efecto estructural/funcional de las mismas. 
El algoritmo molecular diagnóstico, centrado en la utilización del MLPA para la identificación de grandes 
rearreglos en el gen DMD y la técnica de secuenciación masiva de WES, fue empleado para el estudio de 200 
varones con diagnóstico clínico presuntivo de Distrofinopatía. Además de permitir corroborar el diagnóstico de los 
pacientes en los que se hallaron alteraciones moleculares en el gen DMD, estos estudios permitieron establecer las 
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frecuencias de cada clase de mutación para la población argentina y alcanzar posibles explicaciones para la 
comorbilidad de la Distrofinopatía con los cuadros de retardo madurativo y epilepsia. 
Por otro lado, se realizó el primer acercamiento al análisis de los genotipos para los genes reportados como 
modificadores moleculares del fenotipo de Distrofinopatía, los cuales complementarían el análisis pronóstico de 
los afectados basado en la “Teoría del corrimiento de marco de lectura” y permitirían estratificar a los pacientes 
para la realización de los ensayos clínicos, de modo de obtener resultados concluyentes y certeros. No obstante, 
estudios validatorios de estos genes en nuestra población, llevados a cabo mediante el seguimiento longitudinal de 
los individuos, aún son requeridos.    
También, fueron incluidas en el presente trabajo 12 mujeres con cuadros clínicos indicativos de mujeres 
portadoras sintomáticas de la patología. Este último análisis, no sólo es sumamente relevante debido al elevado 
número de mujeres analizadas que son sintomáticas para una patología recesiva ligada al cromosoma X y 
pertenecientes a la cohorte argentina, sino que además colaboró con la comprensión de las bases genéticas y 
moleculares que se asocian al desarrollo del cuadro, puesto que se observó una clara correlación con el patrón de 
inactivación sesgado del cromosoma X para gran parte de estas pacientes. 
En cuanto a la detección de individuos portadores/afectados, en esta tesis fueron analizados 292 individuos 
pertenecientes a familias afectadas con Distrofinopatía, incluyendo 14 muestras de vellosidades coriónicas y 1 
líquido amniótico. Mediante los estudios llevados a cabo se demostró la importancia de diseñar algoritmos 
particulares para cada caso, empleando de manera conjunta métodos directos e indirectos, los cuales permiten 
determinar el estado de portador de los individuos de forma rápida y costo-efectiva. Además, se detalló la diversa 
utilidad de los estudios de segregación de alelos, los cuales permitieron determinar el estado de portador de un alto 
número de muestras, descartar contaminación con sangre materna en los estudios prenatales, detectar deleciones 
dentro del gen DMD y evidenciar diferentes eventos moleculares (recombinaciones, mutaciones de novo y 
expansiones/retracciones) los cuales podrían alterar la asignación del estado de portador de las personas 
analizadas. Los estudios realizados colaboran con el consejo genético a las familias afectadas y permiten a las 
mujeres portadoras llevar a cabo un planeamiento familiar responsable.   
Contar con conocimiento sobre las bases genéticas y moleculares involucradas en los eventos de mutagénesis 
que tienen lugar en el gen DMD constituye el pilar fundador para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, 
el establecimiento de consensos para el manejo clínico y diagnóstico y, la mejora en los estándares de cuidado de 
los pacientes. Por ellos, se realizó la caracterización de la ocurrencia de las distintas alteraciones moleculares en 
este gen para la cohorte argentina afectada con Distrofinopatía. Dicho análisis permitió identificar nuevos STRs 
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intragénicos y establecer una asociación entre ellos y la susceptibilidad de algunos intrones a sufrir rupturas que 
conllevan a grandes rearreglos. 
Por otra parte, también se identificó la existencia de desequilibrio de ligamiento entre 5 loci, cuyos haplotipos 
tendrían un origen europeo. Dicho estudio evolutivo demostró la necesidad de contar con bases de datos de 
población normal propia de Argentina o América del Sur, las cuales permitirían no sólo analizar de forma certera 
nuestros orígenes genotípicos sino también resultarían útiles para el análisis de las variantes de secuencia 
identificadas en nuestros pacientes mediante las técnicas de secuenciación. 
Finalmente, este estudio presenta como novedoso la asociación del gen DMD con la carcinogénesis de tumores 
de orígenes no miogénicos. Esta nueva función promueve la caracterización y profundización del conocimiento 
sobre las funciones de las diversas isoformas del gen, como así también, de los mecanismos moleculares por el cual 
cumplirían el rol de supresor tumoral en algunos tipos tumorales y de oncogen en otros. Por último, puesto que 
este estudio se realizó estrictamente gracias a los recursos disponibles en bases de datos públicas, se destaca la 
importancia de compartir los resultados provenientes de estudios masivos de datos en los repositorios y fomentar 
el aprovechamiento de los mismos más allá del objetivo original de cada trabajo.       











En el presente trabajo de tesis se llevó a cabo una exhaustiva caracterización genética y molecular del gen DMD. 
Se ahondó en el conocimiento del rol de este gen en el desarrollo de las Distrofinopatías y se evaluó el nuevo papel 
de este gen en la carcinogénesis de tumores no miogénicos.  
En cuanto al estudio de la cohorte afectada con Distrofinopatía en nuestro país, los algoritmos moleculares 
empleados para el análisis del gen DMD permitieron: 
 confirmar el diagnóstico de Distrofinopatía en el 73,5% (147/200) de los varones con diagnóstico clínico 
presuntivo de mediante la identificación de alteraciones moleculares en el gen DMD. También, se pudo 
corroborar el estado de portadora sintomática en 42% (5/12) mujeres analizadas. 
 Predecir que 70 de las deleciones, grandes y pequeñas, identificadas generarían corrimiento del marco de 
lectura mientras que 24 no lo alterarían. En cambio, para las duplicaciones se observó que 21 conducirían 
al corrimiento de marco de lectura pero sólo 1 no lo afectaría. No pudo establecerse el efecto sobre el marco 
de lectura de 6 alteraciones moleculares. Por otra parte, se identificaron como causantes de patología 22 
mutaciones puntuales nonsense y 8 localizadas en los sitios consenso del splicing.   
 En base a la teoría del Corrimiento de marco de lectura y al análisis bioinformático, se pronosticó que 126 
de los pacientes serían afectados con cuadros graves de tipo DMD, mientras que 25 presentarían cuadros 
más leves de tipo DMB.  
 Asociar la presencia de patrones de inactivación del cromosoma X sesgados con el desarrollo del cuadro 
clínico de Distrofinopatía en la mayoría de las mujeres portadoras sintomáticas analizadas.   
 Identificar 22 pacientes candidatos para la terapia de Ataluren o premature stop codon read-through y a 12 
que serían beneficiados por la terapia de Exon skipping del exón 51. 
 Determinar las frecuencias alélicas para los SNPs reportados como modificadores moleculares del cuadro de 
Distrofinopatía, pertenecientes a la cohorte analizada por la técnica de WES. Por otro lado, se descartaría el 
rol de modificador del SNP localizado en el gen SPP1, al menos, para nuestra población. Sin embargo, 
empleando los restantes loci se pudo predecir cuáles pacientes podrían perder temprana o tardíamente la 
capacidad de ambulación.  
 Establecer el estado de portadora de 69/240 (28,8%) mujeres analizadas mientras que pudieron ser 




de sexo masculino pudieron ser descartados de ser afectados, el 57,1% (4/7) de los fetos de sexo femenino 
resultaron no portadoras y el 42,8% (3/7) de los bebés de sexo femenino portaron la mutación familiar.  
 Identificar eventos moleculares tales como 6 recombinaciones, 2 retracciones/expansiones, 1 mujer mosaico 
germinal para la alteración molecular y 5 casos de probable mosaicismo germinal/mutación de novo. 
También se identificaron STRs dinucleótidos simples y compuestos en 37 de los intrones, los cuales 
coincidieron con el 85,5% de los puntos de ruptura de las deleciones y el 77,3% de los puntos de ruptura de 
las duplicaciones. Si bien no se observó la existencia de hot spots para mutaciones puntuales, se detectó que 
ciertos exones y sitios consenso son poco propensos a sufrir estas mutaciones.  
 
Por otro lado, los estudios in silico de datos provenientes de repositorios públicos de resultados de análisis de 
NGS condujeron a las siguientes observaciones: 
 Se evidenciaron niveles significativamente disminuidos en la expresión de DMD para la mayoría de los tipos 
tumorales no miogénicos analizados, sugiriendo el rol de supresor tumoral de este gen. No obstante, también 
se detectó un aumento en los niveles de expresión del gen DMD en las Leucemias linfoide aguda tipo T, 
Leucemia linfoide crónica de tipo B, Carcinoma renal, Ependimoma y Astrocitoma. 
 Se detectó una frecuencia elevada de mutaciones en el gen DMD en los tumores analizados. El 15.7% 
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